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1 
Eηdo-p巴ctatelyase and βgalactosidasεof Bacillus macerans wεre inducεd by adding th巴lr
substrates to日achculture medium. 
The medium for production of endo-pεctat巴 lyaseconsisted of 10% grated potato. 0.3% 
ammonium sulfate， 0.5% yeast extract， 0.05% magnεsium sulfa:te， and 0.5% Tris (aminomethanε). 
The bactεrial inoculum was cultiv抗告dat 300C with shaking. After 3 days， activity of the 
endo-pectate lyas巴r巴achedthe maximum concentration of 4U/ml in the medium. The medium 
had no othεr activities of eithεr pectolytic enzymes or isozymes of the pectatεIyas巴.
The enzyme activity was maximal at pH 9.0 and 600C and markedly activated by 1 mM 
calcium or manganese ion， but it was completely inactivated by ethylenediaminetetraaetate 
(EDTA). Th巴enzymewas stable in 100 mM ammonium chlorid巴buffer(pH 9.0) for 6 months 
at 5'C， but 70% of its activity was lost in 20mM ammonium chloride buffer (pH 9.0)呂ftぽ 24hr 
at 10T. The enzyme was stabl巴upto 55'C for 10 min at p狂言.0in the prεsεnce of calcium ion， 
and in the absence of it the enzyme was stablξup to 50'C. The日nzymew呂sstable between pH 
6.5呂nd9.5 for 2 hr at 3TC 
The enzyme also d巴composednatural pectin. 
The purified endo-pectate lyase had a macerating activity for various plant tissues and its 
optimal pH was betwεεn 8.0 and 9.0. ぐfh日 cultur巴 filtrateof B. macerans showεd the same 
macerating activity as purified endo-pectate lyase. AIl their activities on th巴potatotissu告swerε
completely inactivated by addition of 5 mM EDT A. Therefore， the macerating activity of t加
culture filtrate was almost dependent on an ende-pectat日lyaseaction‘ 
Th邑seresults indicated that calcium or manganεse ion is essential for the macerating activity 
as well as for the enzyme activity. 
The enzy111e had a molecular wεight of 35，000 and a pI of 10.3. Th己Michaelisconstant and 
maximum reaction velocity of the enzyme for pectate were 0.11% and 74μmol of unsaturated 
oligogalacturonatεformed per mg protein per min， rεsp芭ctively.
Aβ-galactosidasεfro111 B. macerans was induced in a medium containing 1% p記ptone，1%
yeast extract， 1% lactos記.0.3% N aCl， and 0.6% Tris‘ The bacterial inoculu111 was cultivated at 
300C with shaking. After 5 days， the bacteria commenced autolysis rεsu!ting in incrεasεdβ吋
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galactosidase activity in thεm吋ium.
Th忠告nzym巴hada mol巴cularwεight of 320，000 which was seemingly composed of 4 idεntical 
subunits. Thξiso日lectricpoint of the enzyme was about pH 4.4. Th在住nzymehad its optimal p波
紋 8ムandwas completely stable between pH 5.9 and 9.3 for 2 hr at 30"C. Theεnzyme was 
re1atively stable below 3TC but completely lost its activity aft巴rheating at 60"C for 10 min at pH 
8.0. The Michaelis constants wer巴2.0mM for both t-and 0…nitrophenyl-β-galactosid巴， and 30 
mM for lactose. The enzym巴 wascomplet巴lyinhibited by Aど， Hg2+， Cu2+ ， andρ} 
chlorom芭rcuribenzoate，呂nd was markεdly inhibit吋 bymonoiodoacetic acid， Tris， and 
galactos巴.
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第 1議鰭
第 1筋瞬究の箆的
酵素が温和な条件下において優れた触媒能を有する事が認められて以来，動物，様物そして
微生物と広範囲な生物体内に，またはそれ等の分泌物中に静素が求められ，利用されてきた.
そして，現在もそれ等の中に新しい酵素が見いだされ続けている@
自然界から酵素を入手する場合，動植物体中の静素量は一般に定まっており， に得るた
めには，多量の材料を処理する必要がある.地方，微生物の場合には，その酵素の存在が菌体
の内外を関わず，菌の培養条件を変えることにより，殊にその酵素の誘導物費(募資等)を培
地中へ添加するという方法で，特定の酵素を多量に誘導生産する
物は欝素の大量生産のための非常に有用な生物資源である.
る場合が多い.微生
酵素の実諜的な利用に当たっては，利用したい反応を触媒する酵素を先ず選定する，しかしラ
酵素が活性を示すには，総て， 一定の厳密な条件が必要である.従って，実験室での利用の場
合には，欝素発現の条件を満たす環境作りは，そんなに鴎難ではないかも知れないが，自然界
或るいは変更出来ない条件下においては，活性を発現させるためにはラ酵素の性質を一部適a;
出来るように変える必要がある e しかし，この事は一般には不可能に近い.従って，こ
条件を満たす間ーの作用を持つ酵素を探す方が容易である.ここに，好都合な事には，起源の
異なっ は作用は同一であっても，その起掠によって最適
かなり異なったものが見いだされている.つまり，既知の醇索の一覧表の中から，使用条件を
満たすものを選び出す事ができる.
多種多様な生物から，ことに微生物からの酵素の誘導生産を試み，そ
の増加だけでなしその酵素の共通性と特異性を詳細に検討する環由の lつが，ここ
る.また，多くの酵素の性質についてのデータの蓄積は，単に，酵素一覧表を豊かにするだけ
でなく，特定酵素についての共通な基本的な知見をあたえる.開えば， pectate lyase はその活
性の発現には 2価カチオンの存在が必須であり，従って ethylenediaminetetraacetate(EDT A) 
の存在はこの酵素の活性を完全に抑える.一方， pectin lyase及びpolygalacturonaseの活性は
EDTAには殆ど影響を受けない.それ等の事がほぼ確実に言えるのは，数多くの共通のデータ
かつて，例えば本研究とも係わりのある，ベクチン質分
(pectolytic enzymes， PLEs)の中の pectatelyase以外の酵素等の活性の一括検出
が可能になった(1， 2) 
PLEsの利用を概観してみると，以前から麻類の鞍皮繊維を取り出す際の発酵精錬に用いら
れ刊現在でも，生化学的パルピング剤としての使用法が詳細に研究されている{へまた PLEs
は柑橘加工利用の際の麗物の前処理剤としても有用と報告されている{へ糸状菌からのものは
1960年代後半から果汁の清濯に用いられてきた(べ
β-Galactosidaseは， lactoseを分解するために乳製品への利用が謹んである.部ち，
品製造中に lactoseを分解し，東洋人に多し叶¥腸粘膜のラクターゼ活性の低さに起因する
lactose不離性患者用の病院食の調製(7，8)や，アイスクリームやコンデンスミルク等に含まれる
lactoseの長期保存による結晶化の抗止のための lactoseの分解(ト12)等に利用されている.一般
に，乳製品への利用時における最大の課題は，生産される酵素の最適がミルクの pH6.6(3)
付近に存在するか否かであるが，幸いにも Bacillusmαceransからの本酵素の最適p廷6.5はこ
れに適合している.また，チーズ製造時の廃物ホエーは捨てられて環境問題となっているばか
りでなく，価値ある食品材料である lactose(約5%含まれているh タンパク鷺そしてミネラ
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ノレの損失となっている(14-17) このホエーをβ-galactosidaseの生産用培地として使用する試み
も行われている(9，18-20) 最近，微量分析法の'方法として酵素免疫測定法が広く行われてお
り，この中で，この酵素も試薬として利用されている(21-2九これは，この静索が比較的安定で
ある事と，活性の測定に合成基質のρ-nitrophenyl-s -D-galactosideを用いると，分解産物の
ρ-nitrophenol はアルカリ性で黄色を呈するので，この酵素の活性が肉眼的に感知出来，測定も
高感度でかつ容易に行える事がその大きな理由である.
酵素の誘導に際しでは，その酵素の基賀，墓質の部分分解転移産物，及び慕質類似物がイン
デューサーとして働き，このインデューサーが遺伝子のレプレツサーを不活性化して，
の転写翻訳を開始させ酵素を生産する(28-31)
本研究においては，B， macera削 (3，32)を用いて， pectate lyase及びβ-galactosidaseの2
を試み，生産された酵素及び精製酵素の酵素化学的性質を検討し，その利
用特性を明らかにした.
第 2節研究め概婆
B， macerans(32)はSchardinger(1905)によって，マッシュポテトを間欠加熱処理し，その後
自然発酵させたものから初めて分離された.この欝は，その生成物の組成分析の結果からアセ
トンエタノール菌として発表された(3) また，この菌は facultativeanaerobe3， 32)とされてい
るが，かつて Aerobacillusmacerans(34)と呼ばれたように，筆者の今までの研究の結果から，ゆ
るい綿校は菌の生育を促す(35)と共に，endo -pectate lyase36)及び、β-galactosidase刊の生産量
を増加させ，酵素生産のための重要な因子であると思われた.
第 1項 Endo-pectatelyase 
この菌はマセランスと名付けられているように，植物組織に作用させると，この組織中の細
臨を接着している細臨壁内の middlelamellaの主成分ベクチン質を分解した.従って，組織は
崩壊して単細胞を生成した.つまり，マセレーションと呼ばれている現象(3引を起こした.Endo-
pectate lyase (endo-PAL; EC 4，2，2，2)は総称ベクチン質分解酵素群 (PLEs)の内の 1つの
酵素である.
ここで，PLEsに属する各醇素の醇素化学的性質の概要を説明する.PLEsは主として，pectin 
esterase (PE; EC 3.1，1.11)，上述の pectatelyase (PAL; EC 4，2.2，2)， pectin lyase (PNL; 
EC 4，2，2，10)，そして， polygalacturonase (PG; EC 3，2，1.15)の4種類の酵素から成り立って
いる.PGは加水分解酵素であり，最近 (1986)TanabeとKobayashi(4)によって pectate
hydrolase (PAH) とpectinhydrolase (PNH)に分けて測定されているが，未だに明確に独
立した酵素としては定義されていない.PE以外の酵素には夫々endo-裂と exo-型の 2つの型
があり，基質のグリコシド結合を前者は atrandomに，後者は terminallyに解裂する.Endo 
PAL (EC 4，2，2，2)の接頭語。zdoー は省略される場合があるが， exo-PAL (EC 4，2，2，9)のexoー
は区別のために省略されない.
pectateとpectinの主要な構造と， PE， PAL， PNL， PG(PAH及びPNH)によるそ
れ等の主な分解様式を Fig，1に示す.また，この図の内には示されていないが，通常の pectin
(エステル化度30~80%) は ， endo-型の PAL及びPAHによって分解される.これは， pectin 
の構造の内に pectate と間ーな構造が20~70%存在している事と endo-裂の酵素が polymer
の鎖の内部に作用出来る事のためである.個々の主なペクチン質分解酵素 (PLE)
対する活性の有無を Table1に示す.
Figure 1には切断された個所の構造のみが示されているが， exo-typeの酵素は切断するグリ
コシド結合の位置が酵素により異なる.即ち，exo-PAUまグリコシド結合の鎖の還元末端から
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Fig. 1 Structural formulae of pectate and pectin， and their 
products of degradation by pectolytic enzymes (PLEs). 
切断するが，その中で，Streptomyces 
nitros戸oreusの2つの酵素は，還元米端から
2番自(39)と， 3番目(叫)を切断する.Erwinia 
carotovoraのexo-PALは還元末端から 2番
自のみを切断すると報告されている(4九一
exo-PGによる加水分解は，exo-PALと
異なって，非還元末端から起こる.Aspergil-
lus nigerのexo-PGは非還元末端から 1番
目のグリコシド結合を加水分解し，E.
aroideaeのexo-PGは非還元末端から 2番自
のグリコシド結合を加水分解する(42)
著名な植物!病原菌?ある Erwinia)高は，臨
場に拾てばかりでなく収穫後の貯蔵，輸送中
にも軟属病を起こし，世界各国で大きな被害
をもたらしているので，この菌の出す酵素の
PLEsが最もよく研究されてい
る(4，28， 29， 43-53). Enuiniaに比べ，Bacil:附の
酵素についての研究は少ない(5，54-59). B. 
maceransの粗酵素液は亜麻繊維の発酵精練
に古くから実用されてきていたが(3h このマ
セレーション現象の本体がPLEs中のどの
Table 1 Pectolytic enzyme activities 
for pectat巴andpectin 
Enzymes 
PE2) 
PNL') 
PNH2) 
PAL') 
PA目的
Pectate 
十
+ 
Substrates 
Pectin 
Degree of esterification 
30~80% 98% 
Natural pectin Link's pectin 
十+
+十
+ + 
+1) 
十日
Symbols: 十， glycosidic (or ester) bond was 
degraded; glycosidic (or巴ster)bond was 
not degraded. 。Endo-PALand endo.PAH acted on natural 
(ordinary) pectin， but their exo-types have 
no action. 
2) PNL， PAH， PNH and PE (containing Naつ
show their activities in the abs日nc巴 of
dival日nt cations caused by addition of 
EDTA. 
3) PAL needs divalent cation to exhibit its 
activity， therefor巴theenzyme has no activity 
for pectat邑andnatural pectin in the pr巴S芭nce
of EDT A. (EDTAs were used as chelating 
ag巴nts for elimination of contarninating 
divalent cations in these substrat己s.)
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によるのかヲ幾種類のどのような酵素が関与しているのか，現在にいたるも充分には解明
されていない.
筆者の研究は 9 この点を解明するために行われた.却ち， 1979年(60)及び1980年(61)に
は，B. maceransの紐酵素液がマセレーション活性をアノレカリ鰯で示し，その極大がpH9付
近に存在し，この pHにおいて，この酵素の pectateに対する活性も極大を示したので，マセ
レ…ション作用への PALの関与を推定した.しかし，精製酵素を得ることが出来ず，これを明
確にする事は出来なかった.また， f也の PLEsの存在も不明のま〉であった.その後，筆者は
B. maceransからヲ endo-PALを誘導生産し{叫，精製(36)したので，この培養液と精製酵素液に
ついて，それ等のマセレーション活性を詳縮に比較検討した.この論文の endo-PALに関する
3の章においては，この酵素の生産，精製，性質ラ及びこの菌の培養液と，それから
された騨索のマセレーション作用について述べる.
2項 βGalactosidase
β-Galactosidase (EC 3.2.1.23)は多くの生体やそれ等の生産物中に見いだされてい
る(37，62-87) その内，微生物起源の酵素(27，71-87)が最も多く高度に精製され，その性繋が報告され
ている@
は1985年に β.maceransのブイヨン培養液中に微弱なβ…galactosidase活性を認めた
ので， lactoseを使って誘導を試み，かなりの濃度の静素を培地中に得た.その後，この酵素の
，書事素の生産量が器くなる場合があったので培養法を検討したところ，前田の培
を培養液と共にその一部を次回に使用するという培養法がより多くの酵素を生産する様で
あった。また，この酵素が-SH基結合性の重金属以外の普通の金属イオンによっては盟害され
ず'，pH9.3においても安定な数少ない酵素の 1つである事が分かったので，その性質を詳細に検
した(37)
その結果を歩この論文中のβ-galactosidaseの章で述べる.
2 Endo-pectate Iyase 精製と
PALには，前述した様にend6-PALとexo-PALの 2種類のものがある.PALはmethyl
ester結合を含むmethylgalacturonate構造には作用出来ない.しかし，植物の組織中の pectin
のエステノレ化度は通常30~80%であるから，残りの20~70%はフリーの COO狂基を持ってい
る事になる.従って，endo-PALは通常の pectinのポリグリコシド結合を内部から分解する e
ぽo-PALはこれを殆ど分解出来ない.endo-PALはpectinのヱステノレ化度が高くなると
分解作用が弱くなり，“Link'spectin"とi呼ばれるLinkによって合成されたエステル化度98%
のpectin(88)には作用出来ない.これは，作用可能な基質部位の減少によるものと思われる.
第 1節実験方法と試料
微生物と
Bacillus macerans IFO 3490を2%の普通ブイヨン培養液(揮東製薬工業製)中に340Cで2
薬品
して譲欝とした.酵素の誘導生産用培地の組成及び培養条件を種々変え
を計った.詳細は酵素の生産の第2節で述べる.
Pectate (polypectate; polygalacturonate; pectic acid)， pectin (po!ymethyl galacturonate; 
pectinic acid， この pectinをp戸ecti加Iお1一1とした)λ，牛血清ア/ルレブミン及び
はSigma社カかhら購入した.DEAE-Sephadex A-50はPharmacia社から， CM-Cellulofineは
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生化学工業株式会社から，そして， AmpholineはLKB社から犬々購入した@片山化学工業株
式会社から購入した pectinを，更に当研究室で精製したものをpectin-2として{使用し
た.Pectin-2のmethoxyl基の含量を WoodとSiddiquiの方法(89)によって測定した.Pectin干1
及びpectin-2のmethoxyl墓の含量は夫々8.9%(Sigma社による分析値)と4.3%であった。
酵素活性の測定法
基質i容液は次の様にして課製した.即ち， 20mM NH.Cl溶液中に0.8%になる様、に， pectate 
を加えて溶解し，溶液を pH9.0に調節し600Cで10分間捜枠溶解後，3TCまで冷やして pH9.0に
し，未溶解物を10，700xgで20分間違心分離して除き，澄明な液とした，瀦定用の酵素液
はO.lMのNH.CI-NaOH緩衝液 (pH9.0)で約0.5UImlの濃度になるまで薄めて龍用した⑨反
応、液の組成は次の様にした.0.2mlの薄めた酵素液， O.lmlの0.5MNH4Cl-NaOH緩衝液
(pH9.0)， O.lmlの10mMCaC12溶液，そして0.6mlの上述の基質溶液を加えて，3TCで1分間
反応を行った.反応の停止は 4mlの0.2M酢酸緩衝液(pH3.8)，または， 4mlの1mM EDTA 
を反JiC;液に加える事で行った. (純箆の部い基鷺を使用する場合は， 2 mMEDTAの4mlを使
用する).反応生成物の量を， C4ニC5の不鈎和2重結合に基ずく波長235nmの吸光度の増加量
C1A235nm) によって測定した.酵素活性の 1単位 (U)は1分間に 1μmolの生成物を与える
とした.その捺，生成物の分子吸光係数の髄は4，600(49)として行った.
タンパク
タンパク震の定量は Hartree90)vこょった.標準タンパク質には牛血清アルブミンを用いた，
クロマトグラブィーと焦点電気泳動の場合にはヲ波長280nmに拾ける吸光慶の値をそのま〉タ
ンパク質の濃慶として龍用した.精製最終標品の endo-PALの波長280nmVこ治ける吸光度E
( 1 %， 1 cm)は10.3であった.
等電点の測定法
Vesterberg(91)vこ従って行い，等電点を求めた.即ち， LKBの110m!容カラム
を用しりしょ糖密度勾配を持ったキャリアーAmpholineの混合溶液中で酵素を150Cで72時間泳
動させた. Ampholineの混合比は， pH4.0~6.0 (40%) : pH3.5~10.0 (40%) : 
pH9.0~1l .0 (20%) = 1 : 2 : 3 (容積比)とした.泳動後，カラムからの流出物は 2mlずつ
に分画捕集し， 20OCで各p討を測定した.pH7.0付近以上の画分の活性測定においては，停止液
には EDTAを用いた.
電気泳動と分子量の測定法
ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)ーポリアクリルアミドゲルによる を0.1%のSDSを
含んだ11.2%のゲルを用い，林と大場(92)0)方法で行った.分J子量の測定を，変性解素タンパク
については，同時に泳動させた標準タンパク質のそれ等と比較する撃によって，未処理の酵
タンパク質については HedrickとSmithの方法(93)で行った.Diezel等(94)の方法でCoomas-
sie Brilliant Blue G-250を使用してゲ/レを染色した.
反応液の易動度の増加速度と反f;忠生成物の濃度の増加速度の比較
オストワルドの粘震計による比粘度 (ηsp)の測定と， .1::述の酵素活性測定を3TCで併行して
行った.粘度の測定には酵素活性概定時の各組成分の容横を総て10倍としたものを用いたー比
(Comparison ratio， CR)をTamの方法(目)に準じて求めた.計算式中のmlは酵素活性灘定
時の反応溶液の容積であり， Fluidityは1I r;spである.
L1 fluiditv I min CRご と μ 三官土
dμmol unsaturated products/ml. min 
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Figures 
Conditions 
lnducer 
CCarbon 
source) 
Nitrogen 
source 
0.5 
0.1 
0.05 
10al， slicedbl 
Yeast extract 
MgSO，'7H20 
Trisaminomethane 
Strain IFO 3490 
IFO 3483 
Shaking with 
without 
Stopper cotton 
silicon 
rubber 
Tempera匂 300C 
ture 3TC 
3. 6. 7. 5. 
10， grated 10， grated 
十
0.3 0.3 
0.1 0.05 0.05 0.05 0.5 
0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
十 十 ト 十
十 トー 十 十 十
十 十。 loosely 十， loc 
ト
J← + 
a) Numerals are per cent. b) Potato tuber was sliced to a piece of 10xlOx2 mm， sterilized with 10% of H，O， 
for 30 11in且ndwashed with sterilized water. c) Dotted lines which p!aced on both sides of figures are signs 
of the target in the experiment. d) Potato tuber was grated， washed with water to eliminate the starch grains， 
dehydrated in a cloth bag， and autoclaved. 的 Signsin the figures. 
第 2節 t:ndo-pectateIyase 
め生緩
培養の条件を一括して Table2 
に示す.表中には，添加各成分の
組成を%にで表示した.また各実
験での比較項目を，その両側
線を付けて明示した.場地は1200C
で20分間オートクレーブしたが，
その際， Tris (hydroxymeth伊
ylaminomethane) は別にオート
クレーブい培地調製持に加えた.
培地の振謹は回転式 (200rpm)で
行った.実験は条件を変えて菌を
し，培地中の酵素量と pHの
変化を経時的に測定する事によっ
て行った.結果は総ての鴎中に，
された酵素の濃度をU/ml培養液として表示した.
2 -1.酵素生産に及ぼす蕗株の趨類と振撞の有無の影響
2種類の積菌を使用して，振還した時と静置した時の酵素の生産を調べた.(以後の各実験で
は，菌を Table2に表示した条件で培養したJ結果は Fig.2 ctのAに振謹培養の場合もち
に静置培養の場合を示す.振滋培養した時には総ての菌が早い時期にその生育と
。 ? ?
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??
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Cu!ture iim母 (d♀ys) Cu!ture tim骨(days)
Fig.2 Eff巴ctsof shaking on th巴pectateIyase produc恥
tion in two strains of Bacillus持tacerans.
Symbols: A， with shaking; B， without shaking; 
畿， IFO 3490; 0， IFO 3483 (1AM 1227). 
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加を示し，静置した場合よりも多量の酵素を生産した.IFO 3490が揺議培養時の初期に高い活
性を示したので，以後の実験は菌株IFO3490を接選培養して行った.その際，
を行うと，培養2日後にはほぼ最高に達することが観察されたので，以後の実験では菌の
は濁度の観察に止めた.
2 2.酵素の生産に及ぼす炭素源(誘導物質)の影響
ジャガイモ塊茎(以後の実験にがて，ジャガイモは総て MayQueenを使用)の表皮を除き，
タマネギの場合は鱗片をばらばらにした後その表裏の薄い膜を除き，すり下ろした.ジャガイ
モはその後充分に水洗してデンプン粒を除いた後，タマネギは下ろしたままのものを，夫々
ね合わせたガーゼでしぼって水分を充分に除き， 10%濃度としてオートクレーブしたものを便
用した.結果を Fig.3に示す.ジャガイモの場合には静素が培地中に平く出現し，培地の
は5日目から部下してきた.培地中の酵素濃度はタマネギの方が橿かに高かったが，以後の実
には，入手の容易なジャガイモをすり下ろして使用した.
として，硫酸アンモニウム，硝酸ナトリウムヲ及びペプトンを0.3%の濃度とし
て犬々の培地中へ加えて培養した結果を Fig.4に示す.硫駿アンモニウムを加えた;培地中の酵
しペプトン，硝酸ナトリウム共に濃度は薄く，いず、れの場合払硫酸アンモニウ
ム添加培地中の酵素濃度の約半分であった.酵素の濃震は硫酸アンモニウム添加培地中でラ 2
日後に最高に達し，以後は安定していた.
2 4. すり下ろしジャガイモまたは pectinを用いた際の酵素生産時の空気供給の影響
A ?10 
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0123456 
Culture time (days) 
Fig.3 Eff日ctsof carbon sources (inducer) 
on th日 pectatεJyaseproduction by 
Bacillus macerans. 
SymboJs:畿 and0， gratεd potato; A. 
andム， grated onion 
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Culture ti me 
Fig白 4 Effects of nitrogen sourcεs on the 
P日ctatelyase production by Bacilus 
macera:坑ふ
Symbols: 畿 and0， ammonium sul‘ 
fate;鶴 and口， sodium nitrat芭;A and 
ム， pepton巴.
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すり下ろしたジャガイモまたは
pectinと炭素源を変えた各培地に 9
綿栓またはゴム栓を施すことによっ
て，空気の供給を変えて酵素の生産
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司巴A---Aを調べた.結果を Fig.5に訟で， A _;: 
i= 0.6 にすり下ろしジャガイモ添加の場合， 3
Pectinの培地では
無にかかわらず¥酵素の生産は悪し
活性とが低かったので， pHを
し，アノレカリ性に維持したが9
3日後に活性の僅かな上昇が見られ
たに過ぎなかった a これに較べ，す
り下ろしジャガイモでは，充分に空
を供給すれば2日後にはほ
の酵素濃度に達していた.
2-5.静素生産に及ぼす菰度の
告惨J
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Fig. 5 Effects of inducers and stoppers on the pectate 
lyase production by Bacillus macera月S.
Symbols: A， grated pot以0;B， pectin;畿 and0， 
cotton; A andム， rubber;→， added Na，CO，;①， 
after add日dNa,C03 • 
すり下ろしジャガイモに硫酸アンモニウムを加え，ゆるく綿栓をして， 300Cと3TCの温度で
した結果を Fig.6Vこ示す.37'Cに訟では， 1日後に酵素の濃度は0.4U/ml培養液と上
したが，その後pHの抵下が起こり 9 濃度は横ばいの状態であった.一方300C(こ捨ては， 1日
後には従来週り殆ど培地中に酵素は見られなかったが， 2日後には 1U/ml培養液の濃度にな
り，この酵素濃度はその後も維持された@
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Fig. 6 Effects of temp巴r旦tureon thε 
P邑ctat巴 lyase production by 
Bacillus 押zaceγa抗~S. 
Symbols: e and 0， 30'C; A and 
ム，3TC.
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Fig.7 Cours日ofproduction of pεctate Iyase 
by Bacillus macera目~.s. 
Cultivation was carried out on a shaker 
(200 rpm) 以 30'Cusing 0.5% yeast 
巴xtractadded in a medium. 
Symbols: e， activity; 0 growth;ム，pH.
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2-6.培地中の静母エキスの濃度の影響
Figure 6の300Cでの培養条件下において，酵母エキスの濃度のみを10倍にして， 0.5%として
培養すると， Fig.7に示すように， 2日後に PALは3U/ml， 3日後には，約4U/ml培養液の
濃度に達した.この欝母エキスの濃度では，醤の増殖が良好であったので，
されたものと患われる.
2一人 PAL生産の条件についての考察
PALはベクチン質によって誘導生産される.従来，誘導物震として報告されてきたペクチン
も多し，(5.45， 48，叫 52，58，9648)，次いでpectinの使用もあ
り(40，46， 49， 99)その他に，ジャガイモ抽出液{叫，乾操キャベツ粉末(100)を用いた報告もある.
B. maceransによる PALの生産は， pectinよりもジャガイモを，また，それも薄切りして使
うよりもすり下ろしたものを使用した場合に良好な結果が得られた@酵母エキスの0.5~1.0%
濃度の添加は，この菌の増殖を著しく罷し，従って PAL濃度も4.0U/ml培養液と大きく上昇し
た.この酵素の生産は振謹培養開始3日呂に最高の濃度に逮しヲその後はその濃度を維持して
いた.
E. chrysanthemiに拾ては， PAL は高分子のペクチン賢ではなく，代謝中
間産物て守ある 2-keto-3-deoxygluconate，2，5-diketo-3-deoxygluconate，及び5-keto-4-deoxゅ
yuronateと同定されている (28)⑨従って，誘導吉iJ駆物質としての各ペクチン費の相違は，この酵
には産接には関与していないかも知れないが，この欝素のアイソザ、イムの存在とその
消長が誘導物質とかかわり合いを持っているという興味ある報告がある.例えば，Hytomyces 
solani(97)とE.airosettica(48)を生体組織に接種した場合と，ペクチン質を含む液体培地に培養し
た場合に捨て，生体組織使用の時はいずれの蕗の場合にも 1器類の酵素のみ生産されたが，液
体培地では前者に訟で 2種類の，後者で3種類のアイソザイムを生産し，いずれの場合もその
内の 1種類は生体培養の時の酵素と開ーであった.つまり，菌が生育する環境が酵素の童のみ
ならず，アイソザイムの生成，または消失にも関与しているものと思われる@
B. macerans IFO 3490による PALの生産に関しては実験した条件の範閣内に訟で，次の方
法が最も良い結果を与えた@即ち， 10%ずり下ろしジャガイモ， 0.3%硫酸アンモニウム， 0.5%
キス， 0.05%硫酸マグネシウム， 0.5%Trisからなる培地 (pH8.3lに菌を接韓した後，
ゆるく綿校をして， 300Cで振議培養すると 3El後には約4U/ml養液の酵素生産が見られた.
第3第 Endo-pectate Iyase (J)輔製
3 1.粗騨素液のクロマトグラフィ…上での挙動
に述べたように， PLEsにはクロマトグラムの上に，または焦点電気泳動時のパターンの中
に， 複数のアイソザイムの存在を示す結果が多く報告されている(札 48-51，56.96，97) そこで9 前
述の Table2のcondition6に示した培養条件の下で生産した PALをクロマトグラフィーに
よって精製した時の活性の分布を検討した.
3-1-1.組酵素液のイオン交換クロマトグラフィー
(A) CM -Cellulofineによるイオン交換クロマトグラフィー
培養瀦液に硫酸アンモニウムを添加 (80%飽和)して酵素を沈澱させ，この懸濁液を遠心分
離 (8000xg，30分間)して得られた酵素の沈澱を0.02M塩イ七アンモニウム緩衝液 (pH9.0)に
溶解後，同緩衝液中で十分に透析して脱塩し，向緩衝液で予め平衡化しであった CM-Cel-
lulofineを用いて直ちにイオン交換クロマトグラブイーを行った.
をFig.8に示す。クロマトグラムのやの F-Sで刀tされている活性画分は素通りの画分で
ありヲ F-AはNaClの濃度を徐々に上げていった時に溶出した活性画分である.素通り画分の
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活性(F-S)と吸着後溶出された活
性 (F-A)の量の比率は品定せず，
ある場合には素通り画分の活性が
極端に少ない事もあった.この様
な現象は或種の Bacill制 (54)につい
ても既に報告があり，その中でラ
イオン交換クロマトグラフィーで
出現した 2つの調分を
に作用させた時，最終産物が悶ー
であった事から，これ等の活性画
分がおJーの酵素に由来したもので
あると認定し，この時，クロマト
グラム上に斡ける，これ等の 2つ
の圏分の;最上ヒはカラム毎に変化し
たと報告されている@
従って9本研究においてもラ F-S
とF-Aの向調分について比較検
した.
(B) DEAE…Sephadex A -50による F-S画分のクロマトグラフィー
F-S讃j分について調査した.CM -Cellulofineの素通り活性障j分 (Fig.8の F-S画分)
しい CM-Cellulofineでクロマトグラブィーを行い，素通り画分にのみ活性が出
現する事を再確認した後，この麗分を予め0.02
M塩化アンモニウム緩衝液 (pH9.0)で平衡化
した DEAE-SephadexA-50を充填したカラ
ムに通した.結果を Fig.9に示す.活性はま
た，素通り離分にのみ現れた.ここで用いた F
-S調分は始めに陽イオン交換ゲル (CM-Cel-
lulofine)を素通りした間分であるから， (一)に
していた筈である.そのものが pHの問じ
捨イオン交換ゲル (DEAE-SephadexA-50)に
吸着されずに再び素通りしている.実験の結果
からは，このDEAE-Sephadex A-50を素通り
した活性極分は明らかに(十)に帯電している
筈である.つまり， F-S I均分の最初に(一)で
あった電荷はこの DEAE-SephadexA-50の
カラムの中では(十)に帯電していた事になる.
このゲル通過後の活性問分の電荷を確かめるた
め，再びCM-Cellulofineでクロマトグラ
ブィーを行った.
(C) DEAE-Sephadex A-50カラム素通り
活性圏分 (Fig.9)の再度の CM-Cellulofineに
よるクロマトグラフィー
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Fig.9 Ion 芭xchange chromatogram of 
break-through fractions CF-S in Fig. 
8) on DEAE-Sεphad己xA-50. 
Column size: 1.35 x 10 cm. Elution 
buffer: 0.02 M NH，OH-NaOH (pH 
9.0). Elution rat邑・ 25 ml/hr. 
Symbols: .， activity; 0， A28onm; . 
NaCl added 
実験の結果を Fig.10:i示す@図に見られるよ
うに，活性踊分は吸着繭分のみに現れていた.
Il[Jち，活性麗分は明らかに(十)に帯電してい
た
この一連のイオン交換クロマトグラブィーの
果から， 0.02Mの様な低濃度の緩衝液
(pH9.0)中に於て，酵素は(--)に帯寵したも
のが有り，この酵素は DEAE-SephadexA-50 
のカラムに通すと， (十)に帯電するようになる
事が分かった。
3-1-2.各種緩衝液iこ透析した粗欝素摘
のゲ/レ諒過
培養滅、液に硫離アンモニウムを加え (80%飽
和)て酵素を沈澱させ，この懸濁液を遠心分離
して得られた酵素の沈澱を脱イオン水に溶解後，
一部はo.1M glycine緩衝液 (pH9.0) に透析，
また一部はO.lM塩化アンモニウム緩衝液
(pH9.0)に透析した後，夫々を濃縮して，犬々
の緩衝液に対して平衡化した SephadexG-I00 
命
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歌
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Fig. 10 The second CM吋 Cellulofin日
chromatogram of br四}トthroughfrac-
tions (in Fig. 9). 
Column size: 1.35 x 10 cm. Elution 
buffer: 0.02 M NH，Cl-NaOH (pHヲ.0)
Elution rate: 25 ml/hr. 
Symbols: 1， activity; 0， A28onm; 
NaCl added. 
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でゲル鴻過を行った.
(A) 0.1 M glycine緩衝液を用いた SephadexG-100によるゲル液過
ゲル潟、過のクロマトグラムの l例を Fig.11に示す.活性の画分が 2カ所に現れ，その 1つは
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Fig. 12 Gel filtration chromatogram of 
crude pectate Iyas坦 equilibratedwith 
ammonium chloride buffer on Se-
phadex G時 100.
Column siz芭 2.6x 120 cm. Elution 
buffεr: 0.1 M NH，CI-N呂OH(pH 9.0) 
Elution rate: 15 ml/hr 
Symbols:鯵， activity; 0， A280nm・
Fig. 11 Gel filtration chromatogram of 
crude pectate Ivase equilibratεd with 
glycine buffer on S巴phadexG-100. 
Column siz巴・ 2.6 x 125 cm. Elution 
buffer: 0.1 M glycine-N aOH (pH 9.0). 
Elution rate: 15 ml/hr. 
Symbols: 11， activity; 0， A280nm 
OJO 
E 
qG85 
α3 
f司
自~06 7i 
1.2 
£ 
~o.8 
C 
コ
〉‘
三0ム
<.) 
〈工
0.15 
? ? ?
?
?
??
?
??
??」
?
??〈
? ??
?『? ?
。
。‘
0 
0 ・
o 。
ム'，0
u←-: 0¥ 
'0，¥ ，，¥ 0 
1:1 0 
:1達。11>I ~-O"v-~， : 1¥ (， 
J ¥ '. 01 、 o1> ¥
J号¥ q ，' /器:
む也f 1> ‘0'- 1> ¥ 
O がLI.が脚井挿修日唱l---一一、'.一→0-11>ト鵬窃 」一E
o 40 60 80 100 1 201 40 
ドrほacはtiωO杓 number(5ml/iub曹)
E 1.0 
lf) 
C 
コ
土0.5
〉
<.) 
〈主
1.5 
14 佐賀大学農学部重量報 第 73号 (1992)
t2 殆ど voidvolume (Vo)の付近に，他の lつの
ピークはかなり離れた位置である分子量約
20，000Daの流出域に現れた.この実験を
度行った時，これ等2つの蕗分の活性の比率
は異なっていた.
(B) O.lM塩化アンモニウム緩衝液を用
いた SephadexG-IOOによるゲル滅過
O.lM塩化アンモニウム緩衝液 (pH9.0)に
酵素液を透析濃縮後，間緩衝液で予め平衡化
しであった SephadexG-IOOを緩めたカラ
ムでゲル擦過した.結果は Fig.12に示す.
o .1M glycine緩衝液の場合とは異なり，V。付
近には活性は全く見られず， glycine緩衝液
を用いた場合の低分子量の領域とほぼ同じ位
にのみ活性画分が現れた.同じクロマトグ
ラムがラO.lM塩化ナトリウムを含む0.02M塩
化アンモニウム緩衝液(pH9.0)で、問ゲ、ルを用
いて瀦過した特にも得られた.
3 1 3. O.lM塩化アンモニウム緩衝
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Fig. 13 10n exchange chromatogram of active 
fractions (in Fig. 12) on CM-Ce!lulofi田，
Column siz日1.35x 10 cm. Elution buffer: 
0.02 M NH，OH-NaOH (pH 9.0). Elution 
rate町 25ml/hr. 
Symbols: 鯵， activity; 0， A280nm;一-
NaCl 
液を用いたゲノレ鴻過における活性[頭分の CM-Cellulofineによるクロマトグラフィー
O.lM塩化アンモニウム緩衝液を用いてのゲル液過時に得られた活性画分 (Fig.12)を0.02M
塩化アンモニウム緩衝液(pH9.0)に透析し，同緩衝液で予め平衡化してあったCM-Cellulofine 
を填めたカラムでイオン交換クロマトグラブィーを行った結果を Fig.13に示す.活性は吸着
後j容出された画分にのみ現れラ塩化ナトリウム0.05Mから酵素の溶出が始まっていた.このi容
出塩濃度は精製酵素及びFig.8中の F-A画分の場合と等しかった.
3 1 4.粗酵素液のクロマトグラフィー上での挙動についての考察
ゲル液過の実験の結果から，この酵素の一部はo_1M glycine緩衝液中では， と或る高分
子物繋とが会合して，高分子会合体を形成したのではないかと考えた.酵素の会合体は，glycine 
緩衝液を援用した場合には，常に V。の付近に現れたが，この活性と低分子の流出域に現れる活
性との比率は一定しなかった.同伴且酵素液のO.lM塩化アンモニウム緩衝液(同一 pH)中で
のゲル漉過では領分子流出域のみに活性が現れた.
前述のイオン交換クロマトグラフィーの実験の結架から，酵素の一部は， 0.02M塩化アンモ
ニウム緩衝液 (p区9.0)中では，この pHにおいて(-)に強く帯電した物質，例えばpectate
(アルカリ溶液中では，多倍(-)イオンとして存在している)と会合体を作ったのではない
かと考えた.pH9.0に訟では，この酵素は等電点 (pI)が10.3(36)であるから(十)に帯電して
いる.最初の CM-Cellulofineによるクロマトグラフィー (Fig.8)に治いて，ゲルに吸着した
画分を酵素の単体と考え，素通りした麗分(同国中の F-S)をこの会合体と考え，酵素と会合
した物質の(一)荷電が酵素の(十)荷電よりもかなり大きいと仮定すると 9 この会合体が全
体として(一)に帯寵するので，陽イオン交換体セある CM-Cellulofineを素通りした事が理解
される@この素通りした全体として(一)碕電を持った酵素会合体を向じ緩衝液でDEAE-Se-
phadex A-50カラムに流し
る. この時，会合体の(一)
このゲノレは陰イオン交換体であるから，先ず会合体と
ノレとの吸著に消費される結果ヲ内部で酵素の(十)
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荷電と結合していた( 荷電は弱められ，結 Table 3 Purification of pectate !yase 
果として(+)荷電を持った酵素を遊離し，こ from Bacillus macerans 
の酵素は陰イオン交換体であるこのゲルには吸 Total Specific Yield 
着される事なく素通り題分に現れたと推定され
Step activity activity 
(U) (U/mg) (%) 
る. Culture filtrate 1.512 1.6 100 
この酵素の活性は，0.lM塩化アンモニウム緩 Ammonium sulfate 965 13.3 64 
衝液(pH9.0)中においては 6カ月経過後も安定
DEAEωSephadex A -50 837 30.4 5 
CM時Cellulofine(1) 714 55.0 47 
に保持されるが， 0 .1M glycine緩衝液(pH9.0) CM-Cellulofine (2) 423 59.2 28 
及び0.02班塩化アンモニウム緩衝液(pH9.0)中
においては徐々に失われてゆく.脱イオン水に透析すると24時間後には完全に失活する.各緩
衝液 (pH9.0)の250Cでの比鷺導度を測定すると， O.lM塩化アンモニウム緩衝液は12.46mS/
cm， 0.02M塩化アンモニウム緩簡液は3.00mS/cm. そしてo.1M glycineは1.27mS/cm (脱イオ
ン水はO.OOlmS/cm)という値が得られた.ここで，単位S (siemens)は (ohm)→である.静
素PALは溶液中において，溶液のイオンの強度が高い場合には多くのイオンに囲まれて安定
に存在するが，イオン強度の低下に伴い失活し易くなるものと推定される.
ここで行った一連のゲル櫨過とイオン交換クロマトグラフィーの実験結果から，ここで示さ
れた培養条件の下でB.maceransによって生産される PALは，クロマトグラフィーではアイ
ソザイムを持たない唯1つの酵素として生産される，と考えられた.
3-2.培養液からの endo-pectatelyaseの精製
イオン交換クロマトグラフィー及び、ゲ、/レ漉過の一連の実験を見ると，培養液から硫酸アンモ
ニウムで沈澱し，遠心分離後，脱イオン水に溶解した酵素タンパク質の一部は，溶液中の塩濃
度が低い場合には爽雑物と複合体を形成している様である.それで，酵素精製には 2つの方法
が考えられる. 1つは Fig.12及び13に於て示した様に硫酸アンモニウム処理の後，酵素液を
O.lM塩化アンモニウム緩衝液に透析した後SephadexG-100でゲル滞過すると酵素の単体が
得られるので，これを0.02M塩化アンモニウム緩衝液に透析後CM-Cellulofineイオン交換ク
ロマトグラフィーで精製を行う方法である.
今 1つは，硫酸アンモニウム処理の後，酵素液を0.02M塩化アンモニウムに透析し， DEAE-
Sephadex A…50を用いて，酵素の単体を得る方法である.この方法を用いて，酵素の精製を行っ
た経過を以下に詳述する.850mlの培養上澄液に細粉とした硫酸アンモニウムを加えて80%飽和
とした.50Cに1時間放置した後，沈澱物を遠心分離して集め150mlの0.02M塩化アンモニウム
(pH9.0)に溶解後， 100倍量の同緩衝液に 3回透析した.透析した227mlの酵素液を，予め同緩
衝液で平衡化しであった DEAE-SephadexA-50を填めたカラム(1.3x 10cm)に遇した.カラ
ムを同一緩癒液で洗い，素通り画分と洗った商分を合わせた239mlは予め同一緩衝液で平欝化し
であった CM-Cellulofineを填めたカラム(1.3x 10cm)に通した.カラムを同一緩衝液で洗っ
た後，吸着された酵素を0.02Mと0.3Mの塩化アンモニウム緩衝液(pH9.0)各200mlを用い緩衝
液濃度を直線的に増加させて溶出した.酵素は0.05Mの塩化アンモニウム濃度から溶出し始め
た.活性画分の93mlを0.02M塩化アンモニウム緩衝液(pH9.0)に透析した.透析後，再びCM…
Cel1ulofineを用いて精製し，酵素液96mlを得た.酵素液は0.02M塩化アンモニウム緩簡液
(pH9.0)中では次第にその活性を低下するので， O.lM塩化アンモニウム緩衝液 (pH9.0)に
透析した後，冷蔵庫に保存した.
この酵素の培養液からの精製の経過の 1例を Table 3に要約し，その精製の過程の中での
CM -Cellulofineの第 1回目のクロマトグラムを Fig.14に示す.
Fig.15 SDSゃolyacrylamide gel electro-
phoresis of purified Bacilus racerans 
endo-pectate lyase 
The experimental details 
scribed in the text. 
Enzyme protein used was about 40μg. 
de-are 
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Fig. 14 The first CM-Cellulofine chromato-
gram of pectatεlyase 
The experimental details are described 
in the text. Column size: 1.3 x 10cm. 
Elution buffer: 0.02 M NH.OH-NaOH 
(pH 9.0). 
Elution rate: 25 ml/hr. Symbols: 
activity; 0， A28onm;一一， NH.Cl 
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Fig. 17 Isoelectric focusing of Bacillus macer-
ans endo-pectate lyasεobtained by the 
first CM-Cellulofine chromatography. 
The experimental details are described 
in the text 
.， activity; 0， A28onm;……， pH. 
Fig. 16 Molecular weight estimation of Bacil-
lus macerans endo-pectate lyase by 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. 
Th日markersused are: 1， bovine albl上
min (molecular weight 66，000 Da) ; 2， egg 
albumin (45，000 Da); 3， glyc阜raldehydeザ
3-phosphate dehydrogenase (36，000 Da); 
4， carbonic anhydrase (29，000 Da); 5， 
trypsinogen (24，000 Da); 6， soybean 
trypsin inhibitor (20，100 Da); 7， a-lactal-
bumin (14，000 Da). Op巴ncircl告 co汀b
sponds to endo-pectate lyase. 
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この精製酵素の比活性は59.2U/mgタンパク質となり，培養上澄液中の欝素のそれの37倍にま
で精製され，酵素の回収率は28%であった.
4童話 Endo叩 pectaeIyaseの性欝
4-1.酵素の均一性と
はSDS-ポリアクリルアミドゲルを用いての電気泳動に拾て，タンパク
ンドを示した (Fig.15).酵素の分子量は酵素をマーカータンパク質と共に SDSー ポリアクリノレ
アミドゲノレで電気泳動してお，000Daと決定された (Fig. 16).米変性の酵素の Hedrickと
Smithの方法(93)で決定された分子量は45.000Daよりも小さかったので，本酵素には subunit
は存在しないと結論した.
この酵素の分子量を微生物出来の各種PALと比較すると，それ等のほぼ中間に位寵してい
た@他の微生物の酵素の分子量を一覧すると，E. aroideaeは36，OOODaから38，000Da(4S)の閣に
あり，E. carotovoraのpJ-isozymeは28，OOODaから34，000Da(49，51)の間にあり，5treptomyces 
nitrosporeusの酵素は41，000Da(99)でBacilhαspの酵素は33，000Da(5)であった.
4-2 
1回自の CM-Cellulofineクロマトグラブィー後の PALを用いて，
結果を Fig.17に示す.活性は単一のピークとして pH10.3
4-3.酵素活性に及ぼす pHの影響
この酵素は370Cにおいて， pH9.0の辺りで最高の活性を示し，また，この温度において，pH6.5
から9.5の聞では， 2時間にわたって安定であった (Fig.18). 
この酵素の最適 pHは他の微生物のそれとほぼ同ーであった.即ち，‘B.polymyxaの酵素は
pH8.3から9.6にあり (55)，Bacillus Sp.の醇素は9.0(5)に，そして， 5.)知diae
に，また，E. atroseptica酵素は9.0(48)に最適 pHがあると報告されている.
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Fig. 18 Effects of pH on th日activity(A) and 
stability (ち)ofぷョcilusmacera持se持do
pectate lyase. 
The rεaction mixtures in the (B) 
containing 18μg per ml of the enzyme 
protein and 0.05 M each buffer were left 
at 3TC for 2 hr and their remaining 
activities were assayεd. 
Buffers usεd are: 惨， glycine-NaCl 
-NaOH; ム， NH，CI-NaOH; 0， Tris 
-NaCI-HCl;欝，sodiumphosphatεand A， 
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Fig. 19 Effects of temperatur巴onthe activity 
(A) and stability (B) of Bacilus丹zacer民
ans endo-pectate lyase. The reaction 
mixtures in the (B) containing 4.2μg/ml 
of the enzyme protein and 0.23 M呂mmo-
nium chlorid記buffer(pH 9.0)， or 3.2μgl 
ml of the enzyme protein， 0.14 M ammo-
nium chloride buffer， and 2.5 mM cal-
cium ion were left at e呂chtemp日rature
for 10 min， and their r官邸ainingactivities 
wer日assay官dund記rthe standard condi-
tions_ Symbols used in th邑 (B)are: 0， 
with 1 mM calcium chloride;鯵， without 
calcium chlorid色
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4-4.醇素の活性並びに安定性に及ぼす濃度の影響
この欝素は600Cで最高の活性を示した.pH9.0で， 10分間各湛度に放置した場合500Cまでは安
定であった@酵素液の中に， 1 mMのCa2十を加えると，550Cまで安定になった (Fig.19). こ
の醇素は1000Cで10分間加熱しでも，その活性を11%保持していた.この熱安定性は次の事実に
よっても支持される。却ち， 1000Cで10分間加熱処理した酵素液と基質の pectateそして 1mM 
のCa2十を含む反応液の粘度を測定するとヲその低下が観察された。一方，1 mMのCa2+の代
わりに 1mMのEDTAを加えた反応液の粘度は，全く変化しなかった.この酵素の最適溢度
は， 1胞のバクテリア由来のPAL酵素， {jlJえばB.pumilusの酵素 (600C)(56)， Bacillus sp.の酵
(55-600C) (5)， E. carotovora pI -isozymes (500Cと60OC)(50)等と良く似ていた.
4 5.酵素活性に及ぽす基質濃度の影響
Pectateに対する Michaelisconstant (!G叩)と maximumreaction velocity (九axlをFig.
20に示す Lineweaver-Burk plotsから計算し
た.Kふは0.11%であり，Vmaxはタンパク質 1昭
当り ，1分間に 74μmolの unsaturated
oligogalacturonateを生成する速度であった。
4-6. 酵素活性に及ぼす各種化合物の影響
この酵素の活性に及ぼす各種化合物の影響を
Table.4に示す.Na+と区十は酵素の活性に
えなかった.しかし， 2 f簡のカチオンは
プラスまたはマイナスの影響を与えた.即ち，
Ca2十と Mn2十は酵素の活性を約 5倍と 6倍に
めた.一方，Mg2+は酵素の活性に影響を与えな
かったが， Ba2十と Zn2+は酵素の活性を夫々，約
50%と90%阻害した.
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Table 4 Effects of compounds on endo-pectate 
lyase from Bacilus mac仰向S
Activities (%) 
100 
102 
97 
498 
612 
98 
52 
11 
103 。
告o 1お 150
Time (min ) 
Fig. 21 The processes of mac己ration for 
potato tuber by the仰 do-pectateIyase 
Purified日nzym巴n(0.3 U/ml) wer己used
at 3TC and pH 8.5. 
Symbols:鯵.without preincubation (A); 
0， with preincubation (B). 
180 印30 
。
Compounds 
Non在(H，O)
NaCl 
KCI 
CaC12 
MnSO， 
MgSO， 
BaCl2 
Zn(CH3COO)， 
CH2ICOOH 
EDTA 
Reaction mixtures containing 1 mM of
巴achcompound instead of calcium chloride 
were us邑dund日rthe standard conditiol1s‘ 
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Table 5 Activities of Bacillus macera河S
endo-p己ctatεlyas在forp芭ctinsand 
pectate 
??? ???
?
?? ??
』
?
?
?
?? ???????
???
?
?
?
、
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
Substrates 
EDTAb) 
Not added 
Pectin-l") 
Pectin-2C) 
Pectate 
; 2.5ι ハ 10.5:; 
120l A い;
ヨ1.5r ト~iiHト U~ -I 0.3 :::i~~ 
SE勺 1; i " V I 0.2ゑ五五
出 1;，' (lJ ¥.， L ~~ 0.5ト μ 付1~ .2 .2 
; () I わ!日<iI<l 
ifoム一戸長 |。;)
EDTA ( mM ) CaCl2 ( mM ) 
???
?
?
?????
??
??
??
?
???
Addeda) 
65 
98 
100d) 
a) Final calcium concentration was 1 mM 
b) EDT A Uinal concentration 5 mM) was 
added instead of calcium. 
c) Pectin叩 1and p記ctin-2contain巴d8.9 and 
4.3% methoxyl groups， respectively. 
d) 窓口zymeactivity sssayed und日rth在日tan.~
dard conditions was set at 100%. 
この酵素の活性は 1mMのEDTAの添加によって，完全に阻害されたが， 1 mMのヨード
酢酸の添加は何ら影響を与えなかった.また，この酵素は 9 マセレーションについて記述した
項で図示 (Fig.22)する様に， pectateを基質とした時には， Ca2+濃度 1mM添加の時に活性
の極大を示した.B. maceransのこの酵素の活性発現には， 2価のカチオンの存在が必須であ
る.現在までに，報告された多くの他の PALにおいても， EDTAの添加で完全に失活してい
る(2，抗日， 59， 101， 102) 
Table 5に示すように，カルシウムの無添加の場合にも， pectate及び両 pectinに対してこの
静素が活性を示すのは， pectate及び商 pectinに爽雑物としての 2価カチオン(主に Ca2+)が
まれているからであろう (59)
の，カルシウムを添加しない場合の欄で，この酵素の pectateに対する活性が， pectinに
対するそれよりも抵いのは，3I(雑物のカルシウム含量が pectinに於ては活性発現に充分であっ
たのに較べて， pεctateに訟ではその量が不充分であったものと推定される@何故なら，組織中
のprotopectinに捨ては pectinが主にカルシウムによって臨定されているので，先ず組織から
取り出された pectinの中に含まれるカルシウムの量が，次に pectinを脱エステノレ化して得ら
れる pectateの中のカルシウム含量より一般的には多いと考えられるからである.ここで，非常
に興味が持たれるのは，今までに報告された個々の PALの活性に及ぽすカルシウム以外の 2
価のカチオンの影響に非常な相違がある，という事実である. PALの起源の違いによる相
54R55，58，9749hそして，アイソザイムの間においてさえも違いが存在している(50，55) この理
由は，未だ不明である.
この酵素は培養液中に捨ては， 100Cで1週間位までは活性を保持していた.精製酵素はO.lM
塩化アンモニウム緩衝液(pH9.0)の中で50Cに保存すると， 6カ月経過後もその活性を保持し
ていた.この醇素液は0.02M塩化アンモニウム緩衝液 (pH9.0)に透析すると， 10時間後には，
その活性の40%を， 24時間後には70%を失なった.また，この保存酵素液は脱イオン水に透析
Fig. 22 Effects of calcium cation and EDT A 
on macerating activity， and on endo 
pectate lyase activiti巴sfor pectin-l and 
pectate. Final activity of己achendo 
pectate !yasε(for pectate) us日dwas 0.4 
U/m1. The己xperimetswere carried Olt 
at 3TC and pH 8.5. 
Symbo!s: 0， macerating activity (for 
potato); 18， endo -pectate lyase activity 
(for pectin-l);ム，endo-pectate lyase 
activity (for pectatε)， 
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すると， 8時間後には嘗その活性の87%.24時間後にはその活性の総てを失った.
4-7.酵素の作用形式
Tam(回}の報告によると，第2章第 1節の実験方法と試料の項で述べた comparison ratio 
(CR)の値は exo-typeのPG酵素の場合には0.15を越えないが，endo-typeの場合には2.04か
ら2.99の間にある，とされている.Tanabe等(49)はE.carotovoraのPALの4種類の pI-iso-
zymesがCRf霞3.60から3樹95の簡に位寵しているところから，これ等を総て，印do-typeとし
すこ.
B. maceransのPALはCR3.3と計算された.従って，この酵素を endo-PALに分類、した.
4 -8.酵素の pectinに対する作用
Pectin-1とpectin-2はmethoxyl基を犬々8.9%と4.3%含んで、いるが，いずれも B.macerぬ
ansのendo-PALで分解された.Pectateに対する挙動と共にその結果を Table 5に
Pectin-lとpectin-2は犬々methylpolypectateの構造の中に.methyl esterを持たない free
のCOOH基を持つ galacturonate部分を犬々54.5%と73.7%含んでおりヲ B. maceransの
endo-PALはグリコシド結合を atrandomに切断する事から，両pectinが分解されたものと
えられる.
5節小
B. maceransをすり下ろしたジャガイモを入れた培地で培養すると，endo-PALが培地中に
された.硫酸アンモニウムによる沈澱， DEAE-Sephadex A-50， 2回の CM-Cel-
lulofineの各クロマトグラフィーによって，酵素の比活性は培養滅液に対して37倍t界し，収率
は28%であった@酵素の活性は 1mM Ca2+または 1mM Mn2+の添加によって犬々 5倍と 6倍
したが， 1 mMEDTA添加の場合には，完全に活性を失った.最適pHと握度をそれぞ
れpH9.0と600Cに持ち， pH6.5から9.5の閣では3アCで2時間にわたって安定であった.O.lM 
アンモニウム緩衝液 (pH9“0)中で， 50Cに保った酵素液は 6カ月経過後も安定に存在したが，
向緩衝液の濃度を0.02Mに低下させると活性は 1日後にはその70%を，そして脱イオン水に透
析するとその総てを失った.この の は35，000Daでありヲ はpHIO.3にあっ
た.Pectateに対する Kふは0.11%，4， 5 -unsaturated oligogalacturonate生成の九axは74
μmol/min.昭タンパク質であった@ この醇素は pectinvこ対しでも活性を示した.
この酵素の主要な利用は pectinの分解による植物組織の崩壊作用にあるから，その特性を次
のマセレーションに関する意に訟で詳述する.
endo-pectate Iyase (])マセレー ション活性
ベクチン質は，高等植物の細胞壁中層 (middlelamella)や第1次細胞壁 (primarycellwal) 
中の主な成分として存在し，第 1次細胞壁を欝着して組織構造を保持しているとされてい
る(103)
マセレーションとはラこの穆着物費であるペクチン質が分解して組織が崩壊し，単細胞レベ
ルに到る現象を言う (38) Table 1 Vこ示したように，ペクチン質分解酵素(PAL，PA況の場合に
はその endo型)は程度の差はあるが，総て実在する天然の pectinに作用する.PE以外の酵素
には，exo…と endo-の向型があるが，単独では endo…型の酵素がマセレーション活性を示す.
液中の複数のベクチン質分解静素 (PLEs)から分離精製された endo-
P AU45• 57. 59，99， 100， 104)， endo…PNLlI05， 106)， endo_PG(6，107-109)が単独でhマセレーション活性を示
すとの報告がある e 多くのマセレーション活性は，菌によっ された PLEsの協同作用に
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よって発揮される (4，6， 59手 99，印7)が， アイソザ、イム (pl-isoenzymes)の協同作用によると
の報告もある(45，48) 
1979年著者等は，B. maceransの培養液からの粗酵素液がpH6，0から10.0の関にマセレー
ション活性を示し， pH9.0の付近に唯1つのピークを持ち，そのピークがPALの粗酵素液の
pectateに対する活性の pH依存性に良く{以ていたので，この菌の PALのマセレーション作用
への関与を推定していた(60，61) そこで，この PALを精製し{附，この酵素の示すマセレーショ
ン作用及びこの蕗の培養液のマセレーション作用について調査比較して，この点を解明したの
で以下にこれを述べる.
第 1節実験方法と試料
微生物と
微生物としては Bacill附 maceransIFO 3490を用いた。培養は10%すり下ろしジャガイモ、
0.3% (NH4)2S0付 0.05%酵母エキスを含む培地を30Tで振蓋しながら行った.即ち， Table 
2中の condition6と同一条件を用いた.
培養上澄液
培養の後に，培地を13，000xgで20分間遠心分離して得られた上澄液をO.lMNH4Cl-NaOH 
緩衝液(pH8.5)に透析した後，再び遠心分離して得られた清澄な液を冷蔵庫中に 50Cに保存し
?こ.
粗酵素液
前述の上澄液に， 80%飽和になるように硫酸アンモニウムを加えて酵素を沈澱させ，次いで9
8，000xgで30分間違心分離して酵素を集めた.O.lM NH4Cl…NaOH緩衝液 (pH8，5)にi容解
後，同緩衝液に透析し，再び遠心分離して，澄明な粗欝素液を得た.この液を 50Cに保存した.
精製 endo-PAL液
酵素の精製は第2章第3節の項で述べた方法と問ーの方法で精製した.精製酵素の比活性は
59U Imgタンパク質であった@
化学薬品は総て市販のものを使用した。 Sodiumpectate (sodium polypectatε)とpectin-l
(棺橘由来のもので， methoxy含量8.9%)はSigmaChemical Co. (U.S.A)から購入した.
マセレーション活性概定法
マセレーション活性澱定法は Bateman(l問』こよって創始され， Ishi(10) ~こよって改変された方
法に，更に，当研究室で開発した前処理を加えて行った.
食料品高から購入したラ新鮮なジャガイモ (May Queen)の塊茎の外皮を除いた medulla
tissue部分を立方体(5x5x5幽)に切り取り，脱イオン水で洗い，付着したデンプン粒を除
いてからティッシユペーパーで水分を除いた.実験をするに当たっては，常に 1留のジャガイ
モ塊茎を基質として用いた.ジャガイモ(立方体)を 3gずつ秤り取り前処理を行った.即
ち，これを0.2MTris (または NH4CI-NaOH)緩衝液 (pH8.5)の5mlを含んだ50mlの三角プ
ラスコ(2個)の夫々の中に入れ，ゴム稔をした後， 370Cで60分間，予め加温した.前処塑後9
5mlの酵素液(通常0.6U1m!)と， 1000Cで10分間処理した間ーの酵素液5mlを犬々のフラスコ
へ入れた.反応は3rcで90分間，往復振議機(1分間180ストローク，振揺れ:m)上で行った.
反応後，反応懸濁液を0.833臨 (20-mesh)の舗で瀦過して鴻過物を目盛り付き試験管の中に入
れた.舗を通過した細胞分画が沈障して安定したレベルを示した時(室温で2時間)の容積(ml)
を灘定した.活性静素と熱変性酵素(対照)を用いて測定した沈時細抱の容積の差をこ
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の作用によるものとした.熱変性酵素を用いた対照の沈陣縮砲の容積はO.03ml前後であった.
マセレーション活性の 1単位 (U)は上述の状態の下で， 90分間に沈降容積 1mlの細胞分画
を生成する酵素の量とした.
尚，基質としてジャガイモを使用してのマセレーション活性の測定は，pH9.5以上のアルカリ
域に訟ではジャガイモ組織の自然崩壊が起ったので，行わなかった.
酵素活性の測定法
1. PAL活性の測定法. PAL活性の測定は，第2章第1節に述べた悪事索活性の測定法に準
じた.この中で使用する緩衝液の pHだけを8.5と変更した.それ以外の条件は同じである.
2. Pectinに対するペクチン質分解酵素類 (PALを除いた， PE， PNL， PNH， PAH)の
総活性のiJlU定. 反応、は 6mlのpectin-1液， 2m!の酵素液， 1 mIO)O.5M NH.Cl-NaOH緩衝液
(pH8.0)そして 1mIO)O.lMのEDTA液等を混合して行った.反応液の p況を8.0と低くした
が，これは，基質pectinの安定性を考慮、した為である.活性はオストワルドの粘度計を用い
て，3TCで30分間にわたって測定した.
第2節 マセレーシ藷ン活性の特性
精製 endo-PALのジャガイモ塊茎組織に対するマセレーション作用
ジャガイモの塊茎切片3gに，こ〉で縛られた精製 endo--PALの0.3UIml (終濃度)の酵素
液を37T，pH8.5で作用させた.Fig.21の(A)に示すように，ジャガイモ切片を予め加溢せず
に酵素を加えて反応を開始した場合には，組織のマセレーションは最初の約30分間は起こらず，
その後， 150分間にわたって，組織の崩壊に伴う細胞(富市別分画)の沈降容積の車線的な増加が
された.一方， (B)に示すように，ジャガイモ明片を3TCの0.2MTris緩衝液 (pH8.5)
に予め60分間加温した後に酵素を加えて長誌を開始すると， lag phaseは現れずラ反応の開始と
共に飴まった組織の崩壊に伴い生成した細胞(錦別分画)の沈降容積が直線的な増加として観
察された.部ち，酵素反応の前に incubationを行う
れるように，反応の開始と共に基質に作用した.
よって，酵素が通常の酵素反応に見ら
精製 endo-PALの濃度がジャガイモ塊茎組織に対するマセレ…ション活性に及ぼす影響
予めジャガイモ切片を加混した後，上述の条件の下で90分間酵素反応を行い，マセレーショ
ン活性を測定した.マセレーション活性は酵素の濃度の増加に伴って増加した.その変化は広
い酵素濃度の範閤に捨て，ほぽ直線性を示した.しかし， 0.05U I凶以下の酵素濃度に捨ては，
殆どマセレーション活性は認められなかった.以後のマセレーション活性の測定には，
線開係の得られた0.2~0.4U/mlの間の酵素濃度を用いた.
精製 endoぞALのジャガイモ切片』こ対するマセレーション活性に及ぼす塩化カルシウムと
EDTAの影響
精製 endo-PALがジャガイモ組織切片に作用する時，塩化カルシウムまたは EDTAを添加
するとそのマセレーション活性が大きく変化した.その模様を Fig.22に示す.両試薬共に添加
しない時が活性は一番強かった.塩化カルシウム，または EDTAの濃度が増加するとマセレー
ション活性は低下した.活性は 1mMEDTAの添加で殆ど失くなり， 5 mM以上の添加で完
全に失活した.
向図の中に，購製 endo-PALがpectiri-1とpectateに作用する時，添加された填化カルシウ
ムまたは EDTAの濃度がどの様に影響するかを示しである.
この酵素がpectin-1に作用する持，両試薬無添加で最大の活性を示した.塩化カルシウムの
添加により健かに活性が抵下した.EDTAの添加は 1mMでは未だ僅かに活性の残存が見ら
れるが， 5 mM以上の添加で活性は完全に失なわれた.
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この酵素が pectateに作用する時は，再試薬無添加で，樺かの活性があった.この活性が 1
mMの塩化カルシウムの添加で極大を示し， 5mMの添加では再び活性が低下した.塩化カル
シウムの10m討の添加では反応液がゲル化して，測定は不能となったので図中に示す事は出来
なかった.EDTAの添加は 1mM以上の濃度で，この酵素の pectateに対する作用を完全に組
した@
酵素 endo-PALの活性発現には， 2儲のカチオンが必須である，この事は， Fig. 22中の
EDTAの5m間以上の濃度に訟で，総ての活性が消失している事からも推察される.間試薬無
添加に訟で，総ての測定に活性が現れたのは，基費であるジャガイモ， pectin-l， pectateの成
分や爽雑物として 2価カチオン類(主にカルシウム〉が総てに存在していたからであろう (59)
Pectateを基質とした場合，試薬無添加での活性の低いのは，恐らく 2価カチオンの濃震が抵い
為でありヲ 1mMのカルシウムの添加によって，活性の急上昇が起ったが，一方， EDTAのz
mMの添加よっても 2鏑カチオンは完全に酷かれて，失活したのであろう.組織中のペクチン
質は protopectinとして存在しており， pectinは主にカルシウムによって賠定されている.この
組織から調製された pectinの中にはカルシウムがかなり含まれていたものと推定される.この
pectinからアルカリ処理により生成された pectateに含まれるカノレシウム含量は pectin中の
カルシウム含量よりは少なくなっていたものと推定される.この事は， 1mMEDTAの添加時
の各活性の強さからも推察される.ジャガイモや pectin-lに於ては，僅かに活性が発揮されて
いた.
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Fig. 23 Effects of pH on th巴maceratingactivity 
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The enzymes used wεre 0.3 U/ml and the 
己xpenmentswer日carriedout at 3TC for 90 
mm. 
Symbols: 0， 0.1 M NH，CI-NaOH buffer; 
傘， 0.1 M Tris buffer;ム.0.1 M acetic acid 
-N aOH buffer;く)， the reactions wer巴car苧
ried out with 10 mM EDT A. 
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第 3豊富 精製endo-pectateIyaseと壌麓液のマセレーシ gン溶性
endo;PALのマセレーション活性に及ぼす pHの影響
Figure 23に見られるように，精製endo-PALによるマセレーション活性は pH6.0から9.3
の輔広い範囲において観察された.そして， pH8.0から pH9.0にわたる， 1つの広い活性のピ}
クを示した.反応、液に10mMのEDTAを加えた場合には，総ての pHの範簡において活性は完
全に組害された.ジャガイモのオートマセレーションを示す対照液の活性(沈降組組の容積)
は，総ての pHの範霊童に診てO.05mlを越えなかった@
培養液のマセレーション活性に及ぼす pH
pHが培養液のマセレーション活性に如何に影響を与えるかを Fig.24に示すe この図のパ
ターンは，精製 endo-PALのパターンと類似していた.即ち，ピークはアルカリ性劉に唯 1つ
だけ存在していた.しかし，ピークの幅は pH8.0から8.5と狭くなっていた.10mMのEDTA
の添加により，総ての活性は失われた.この事から，培養液の中でマセレーションに大きく
与するペクチン鷺分解酵素は endo-PALであろうと考えた.何故ならば，現在までに報告され
た多くの文献を検討すると， PAL以外のペクチン質分解酵素である PE，PNL， PAH， PNH 
はEDTAが存在しでも，その活性に影響を受けないか，受けても憧かな程度に過ぎないからで
ある (1，丸 28，52，105-107，109，111-114)
培養液中の， PAL以外のペクチン質分解酵素類の存在を基質pectin-lを用いて次の様にし
て更に検索した.即ち， PALの活性だけを抑える為に反応液中に10mMのEDTAを加え，反
JiiS液の粘度の変化を前述のペクチン質分解酵素類の活性の測定j去に従って灘定した.反応液の
粘度は3アC，pH8.0で30分間，全く変化しなかった.この結果は，培養液の中にベクチン質分解
酵素として， PAL以外の酵素は存在しないか，あっても微量である事を支持した.尚，endo-
PALはCa2十の存在下においては通常の pectinを分解する (Table1， 5及びFig.22).
精製 endo…PAL，組酵素液，培養液等のマセレーション活性の比較
Endo-PALが基質に作用する時，その活性はカルシウム等の21商カチオンの濃震によって影
される.一方，基質ジャガイモの中にはカルシウムが含まれている，そしてその含量は使用
するジャガ、イモによって異なっている.そこで，マセレーション活性の灘定には 1倒のジャガ
イモ塊茎から切り出した立方体切片を基質として使用した.この様にしても，得られた測定値
にばらつきがみられたので，各測定は， testとcontrolを対として，必ず、2連を同時に行った
(データの 1例は Fig.21に示す入間ーのO.lMNH.CI-NaOH緩衝液 (pH8.5)に充分に透
析した培養液，粗酵素液，精製酵素液と純震の異なる 3種類の同一濃度 (O.3U/ml)の酵素液
を用い，夫々の酵素液の 4連についてジャガイモに対するマセレーション活性を測定すると，
4連の欝素液の活性の間には測定誤差によると思われるぱらつきが生じたa 夫々の 4連の値を
平均して得られた 3種類の酵素液の活牲を比較すると，その相違は潤定誤差の範囲の内にあっ
た.また， 3種類の酵素液に10mMEDTAを加えたものについても活性を、測定したが，総ての
酵素液は活牲を全く示さなかった.これ等の事から，各精製段轄における欝素液中で，マセレー
ションに大きく寄与する酵素は endo-PALのみである事が明瞭となった.
精製。zdo-PALの各種植物組織に対するマセレーション活性
この酵素が4種の植物組織に作用した時のマセレーション活性がTable6に示されている。
リンゴの果肉は果皮と芯を捻いた可食部について，ジャガイモは塊茎の外皮を除いて，タマネ
ギは球(bulb)の燐片の表裏の薄皮を除いて，ニンジンの根は外皮を犠いて，夫々の組織をタマ
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Table 6 Macerating activities of the pur. 
ified endoωpectate lyase for vari. 
ous plant tissues 
Plant tissue 
Apple fruit (flesh) 
Macerating activity 
(ml) 
3.4 
Potato tuber medulla L 8 
Onion bulb-scale L 0 
Carrot root medulla O. 2 
Purified endo-pectate lyase (0.3 U/ml) 
was incubated with various tissues at pH 
8.5 and 37'C for 90 min. Inner epidermal 
tissue of the onion bulbωscale was 
ネギ以外は立方体 (5x5x5醐)に，タマネ
ギ燐片は正方形 (5x 5 mm)に切り出して，間
ーの醇素液(0.3U/ml);を用い， pH8.5， 3rcで
90分間反応した後，簡別細胞の沈降容積を測定
した.
横物組織の endo-PALに対するマセレー
ション感受性は，組織を構成する pectinのエス
テル化度に左右される.これが高くなると，こ
の醇素のマセレーション作用が弱くなる事は
Table 5に示されている.この感受性は組織中
のカルシウム含量にも幾分影響を受けている可
removed. 能性があ 6(115). ジャガイモの外皮は内部の
medulla tissueに較べてマセレーションされ難く， ~fm定の結果，外皮は内皮の約 3 分の l のマ
セレ}ション酵素感受性を示した.日本食品標準成分表 (1990)によると，可食部100g中のカ
ルシウム含量は，リンゴ3mg，ジャガイモ 5mg，タマネギ15mg，ニンジン39mgと記載されてい
る.これ等の組織はカルシウム含量の少ないものから多いものへと並べてあるが，この序列は
x150 
Apple fruit 
x370 
Potato tuber medulla 
x150 
Onion bulb-scale 
Fig. 25 Micrographs of single cells released 
from some vegetable tissues. 
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Table 6中のマセレーション作用を受け易いものから受け難いものへと並べた序列と一致して
いる.Endo-PALはジャガイモに対してカルシウム無添加時に最大の活性を示すが，カルシウ
ムを加えると，かえって活性を抵下させる(Fig.22). また，ジャガイモの外皮には，内部より
カルシウム含量が多く存在すると言う報告(115)があるが，上述の外皮の方が内部よりマセレー
ションされ難い理由の 1つであろう.即ち，カルシウム含量の多さは，マセレーション作用を
受け難くする理由の 1つとなっているようである.
ジャガイモ，リンゴ，タマネギの各組織に活性測定時と同一の条件下で精製 endo-PALを用
いてマセレーションを起こさせ，諦部分離して得られた単細胞レベルの顕微鏡写真を Fig.25 
に示す.舟れの組織においても単細胞が得られていた.培養液を用い開じ条件下においてマセ
レーションを行った時にも単細胞の状態は同じであった.
植物組織培養においては，プロトプラストを作成する前段階として葉肉組織等を PLEsで処
理して単細胞を調製する時， 0.5%デキストラン硫酸カリウムを加えて縮胞の死滅を防ぎ，更に
0.7Mマンニトールを加えて高浸透圧条件下で行う方法が一般的である.この方法で，B. maor-
anからのendo-PALを用いてジャガイモに対してマセレーションを行うと謂製された単縮施
の損傷も少なし上述のジャガイモの写真 (Fig.25)中に見られた細胞の損傷による細胞外へ
のデンプン粒の飛散はあまり見られなくなった.
第 4節小 括
B. maceransの培養液から精製されたendo-PALは，ジャガイモの塊茎，リンゴの果肉，タ
マネギの鱗片等の植物組織に対してマセレーション活性を示し，それ等を単細胞レベルにまで
分解した.
この酵素のジャガイモに対するマセレーション活性は，アルカリ性側に存在し，最適pHは
8.5の付近にあった.この Bacillusの培養液中のマセレーション活性は殆どのzdo-PALのみの
作用によるものと思われた.
ジャガイモのマセレーションの進行は，最初に表面上マセレーション活性の全く現れない
lag phaseを示し，次いで，直線的に活性が上昇する相が現れた.この lagphaseはジャガイモ
の切片を0.2MのTris緩衝液 (pH8.5)中に3rcで1時間，醇素反応の前に予め浸演する事に
よって消失させる事が出来た.
Endo…PALの活性発現，部ちマセレーション発現のためには 2価のカチオンが必須であっ
た.ジャガイモ塊茎中のカルシウム含量はマセレーション発現には充分な霊であり，これ以上
のカルシウムの添加は，この酵素の活性つまりマセレーション活性を阻害した.
植物組織の endo-PALの仲用に対してのマセレ}ション感受性はその組織に含まれる
pectin中のそれ等毘有のmethoxy含量に影響される事は当黙であろうが，カルシウム含量に
も大きく影響を受けるように観察された.
この菌の培養液のマセレーション活性は，殆ど endo-PALの作用に依存していたから，この
培養液を使用して各植物組織にマセレーションを起こさせる場合には，反応液中のカルシウム
を加減する事によって容易にその作用をコントロールする事が可能である.
第4掌 β-Galactosidaseの生産，精製，結晶化と性質
B. maceransをペプトン，酵母エキス， lactose， Tris， N aClを含む培地中で振壷培養して
β-galactosidaseを誘導生産した.得られた酵素を精製，結品化して，その酵素化学的性質を調
べた.
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第 1鋪実験方法と
微生物と培養
微生物としては Bacillusmacerans IFO 3490を用いた.酵素の生産に際しての培地組成及び
堵養条件を第2節で詳しく述べる.
化学薬品
ρ-N itrophenyl-β…D-galactoside (ρNPG)とo-nitrophenylβD-galactoside(o-NPG) 
はKoch-Light社から購入した.Sephadex G-I00， Sephadex G-200， DEAE-Sephadex A-50 
とゲル瀦過用の分子量マーカーは PharmaciaFine Chemicals社から， AmpholineはLKB
から購入した.牛血清アルブミンは SigmaChemical社から， SDSポリアクリルアミドゲ
気泳動時の分子量測定用マーカーは BohringerM;mnheim社から入手した，
酵素活性の測定法
通常の測定に訟では， βgalactosidaseの活性は p-NPGを基質として測定した.酵素液は
0.05M glycine緩衝液 (pH8.0)で、約0.01U Iml酵素液の活性を示すように薄めた液を用いた.
ρ…NPGはO.lM燐酸緩衝液(pH6.4)中』こ加撮溶解して， 1 mMとした液を用いた.反応は0.5
mlの希酵素液と0.5mlの基質液を各々300Cに保った後，混合して， 5分間行った.反応の停止は
2mlの0.2M炭酸ナトリウム液の反!iiS液への添加によって行った.生成した ρnitrophenolの量
を波長400nmでの吸光度の増加量(L1A4oonm)によって測定した.酵素活性の l単位は， 1分間
に1μmolのβnitrophenolを生成する酵素の量と定義した. Lactoseを基質とした時は， ρ
NPGの代わりに， lactoseをO.lMの燐酸緩衝液 (pH6.4)に溶かして用いて，反応は液を 5
分間沸騰させて止めた.この時の生成物グルコースを Okada等(116)の報告した和光純薬製の
Glucose C-Testキットを用いて， glucose oxidase…peroxidase chromogen procedureに準じ
て測定した.
タンパク賞の測定法
タンパク質の定量は， pectate lyaseの場合と同様(第2叢，第 1簡に記載)にして行った.
純粋な βgalactosidaseの波長280nmに胎ける吸光度E (1 %， 1 cm)は20.2であった.
等電点の鵠定法
V esterberg(91) Vこ従って行い，そ を求めた.即ち， LKBの110mlカラ
を50Cで48時間泳動させた。キムを用い，しょ糖で密度勾配をつけた Ampholine液中に
ヤリアーとしての Ampholineは， pH4.0~6.0の Ampholine : pH3. 5~ 10.0のAmpholine=
4 1の混合比のものを使用した.
泳動後のカラムからの流出液は 2
ml毎に分麗して し，その pH
を200Cで測定した.
電気泳動法
ポリアクリルアミドディスクゲ
ル電気泳動は Davis(l17)0)方法で9
6.0%のポリアクリルアミドゲル
を用いて， pH9.5で行った.SDSー
ポリアクリ lレアミドゲノレを用い
た電気泳動は0.1%のSDSを含
んだ5.0%のポリアクリルアミド
Table 7 Components of culture media 
Components Concentrations (%) 
Pepton巴 0.5 0.5 0.5 1.0 
Yeast extract 0.1 0.1 0.1 1.0 
Lactose 0.3 0.3 1.0 
Pectin 0.3 0.3 0.3 
Sodium chloride 0.3 
Tris 0.6 0.6 0.6 。isodiumphosphate・12H20 1.4 
『開咽凋居"“"‘副回開唱聞晶四・・ 開困層同・ー開閉持品 d岨晶“即日 回開宇田関手当同守『陣内神
Figures 26 27 28 29 
Each cultivation was carried out statically昌t34'C 
except for the Fig. 29 in which cultivation was done on a 
shak巴r(200 rpm) at 30T 
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ゲlレで高官同機，林と大場(92)の方法で、行った.
分子量の測定法
を2つの方法で測定した.即ち，上述の SDS…ポリアクリルアミドゲルを用いて
泳動による測定と， Sephadex G-200ゲルを用いてのゲル濃過による測定を行った.
2節 β-Galactosidase
B. mac百ransはグラム陽性の細菌(32)である.この
より援護主培養の方が菌の増殖が良く，酵素の生産量も多
かった.培地の組成を若子変更した 4麓類の培地について酵素の生産の様子を調査した.それ
等の組成を 4括して Table7に
2 1. 
ペプトン (0.5%)，
に及ぼす pectin(炭素源)の影響
キス (0.1%) とTris(0.6%)を含む培地 (pH8.5)に炭素諒と
して pectin(0 .3%)を加え， 340Cに静置して B.
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?
? ?
maceransを培養した経過を Fig.26に示す.
は3日間増殖し，その後 lysis(i濁度の減少)を
起こした.酵素は培地中に0.05UImlと，
されなかった.
2 2.酵素生産に及ぼす， lactose (炭
源，誘導物質)の影響
前述(2 1 )の培地に，更に lactose(0.3%) 
を加えて，前とi司様の培養条件で培養し
をFig.27に示す.欝は 2日， 3 Bと
殖して， 3日目にはそのピークに達したが，
地中の酵素の濃度はO.lU/mlに過ぎなかった。
しかし， 4臼， 5日と濁度の減y(lysisの発生)
を伴って堵地中の酵素濃度は急激に上昇して，
2-3.酵素生産に及ぼす，phosphateの影響
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が明らかになったので，今回は菌体内の酵素の
変動をも検討するために，界面活性剤を用いて
を培地中へ放出させて，培地中と菌体内の醇素の合計量についても測定した.部ち，
体内に蓄積された酵素を， 0.3mg/ml (最終濃慶)の cetyltrimethylammoniumbromideを加え
て蕗の細胞膜を破砕して菌体外へ出し，この酵素と培地中の酵素の活性との合計量を測定した.
この時，この界面活性剤の存在はβgalactosidaseの活性を20%低下させたので，実測憶に1.25 
を乗じた補正憶をβgalactosidaseの活性の合計量 (totalactivity) として図示したーその経
過を Fig.29に示す.菌は 4日間，直線的に増殖してそのピークに達した‘ 3日自までの培地中
には酵素は殆ど存在せず，菌体内に約O.4U/mlの酵素の蓄額が見られた圃 4日目になると，
地中に酵素がO.3UIml見いだ、された.この時，界面活性剤によって培地中へ蓄積された菌体内
は約 1U/ml培養液であった.ついで， 5日自から， lysisが起こり，謂度の減少と共
に，菌体内の酵素は殆ど検出されなくなり，総ての酵一素は培地中へ蓄積された.その結果，培
地中の酵素の急激な増加が起こり酵素諜度は1冒4む1m!に達した.更に培養を続けると，培地中
の醇素濃度は次第に減少した.
2 -5. Bacillus maceransによるβgalactosidase生産についての考察
E. coliの菌体内β-galactosidaseは， lactoseの添加によって誘導生産される。この時，
の誘導物質は既に細胞内に存在していたβ-galactosidaseの作用による lactoseからの転移産
物であるとされ，その際，転移産物の中でも， 1， 6 -galactosido-glucose (allolactose) と
galactosido-glycerolが良い inducerとされている(30). E. coliにおいてはこの場合， β
galactoside化合物(開えば， allolactose，または， isopropylβD-thiogalactoside)がrepressor
へ結合する事によって repressor-operator複合体が不安定化してコードの転写が開始される，
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Fig. 29 Coursεof production ofβ-galactosid-
as日byBacilus macerans 
Cultivation was carried out by the use of 
a medium containing 1%邑achof lactos己，
peptone， yεast extract， 0.3%トlaCl，and 0町
6% Tris on a shaker (200 rpm) at 30'C. 
Symbols: ⑮， activity in medium;巴，
total activity (activity in medium plus 
activity in the cel!sl;ム，growth; 0， pH. 
と考えられている(31)
前述 (2-2)の培地の Trisの代わりに
phosphateを便帰して培養した結果を Fig.28 
に示す.菌は増殖したが，培地中の酵素の濃度
は，濁度の減少した 6日後においても，O.lUI 
mlに過ぎなかった.この培地の p廷は6.5と
Trisの場合より常に1s:かったが，Tris使用時に
は，この程度の pHの1時的な低下が観察され
た場合でも醇索の生産には影響を及ぼさない場
合が多かった事から，欝素生産能のf尽きには
得 phosphateが影響するところが大きいと考えら
口。れる@
に及ぼす培地成分の高濃度2-4 
組成と振重量の影響
ベプトン，酵母エキス及びlactoseを各々
1%の濃度とし， NaCl(0.3%)を加えた後，Tris 
緩衝液中で菌を振擾培養 (300C) した.
は予め詞一条件で6日間培養した培養液の一部
を使用した.予備実験の結果，この培地におい
ては1.0U/ml以上の高濃度 る
30 第 73号 (19宮2)
B. maceransのβgalactosidaseはlactose(恐らくはそれからの転移産物)によって誘導さ
れ，静置培養するより振謹培養した方がより多く生産された.緩衝液としては phosphateは不
であり.Trisが良好であった.
E. coliのβ-galactosidaseの生産について， Ikura(87.118)は1.2%のglycineを培地中へ添加
する毒事により，この酵素が高濃度に，培地中へ蓄積されると報告している.しかし，B. macerans 
によるこの酵素の生産に際しての glycineの培地への添加は.phosphateの場合と同様に，
の生産を助長しなかった@
B. maceransによる β-galactosidaseの生産を間分培養法で数多く行っていると，或時には，
筆者が以前に報告(37)した様にラ β-galactosidaseが菌体内に全く蓄積されずに，生成と同時に
体外(培地中)へ蓄覆される場合がある.この時には，菌の増殖と平行して，同時に培地中の
酵素の濃度が上昇し，菌の増殖のピークと欝素濃度のピークが一致し，濁度の減少時(lysisの
発生)にも酵素濃度の犠加は認められなかった.培養がこの様な傾向をとって進行する時，酵
素が逐次菌体外へ蓄積されるためかラ培地中の醇素濃度はこの場合には 3U/mlにも達した。し
かし，培養の経過がこの様に進行する場合は，経験的に非常に少なかった.この現象が起こる
原因が薄膜の変化にあるのか，培地中の混入微量成分にあるのか，不明である。
更に， β-galactosidaseの生産を Fig.29の様な最も良い培養条件下で行った場合でも，
の培養を通常の培地(例えば，極東のブイヨン)で、行って接種するとラ 1 U/mlの濃度以上の酵
る場合が少なかった.しかしながら，予め Fig.29の条件で菌を 6日間培養し，この菌(胞
を撞菌として連続的に使用して培養するとは←galactosidaseとこの酵素による lactoseか
らの転移産物が含まれている).β-galactosidaseが 1U/ml以上の、濃震に生産される場合が多
かった.
この理由を，次の様に考えている.部ち， β-galactosidaseの直接の誘導物質は lactoseでは
なしその転移産物であるとされており，酵素を誘導するためには lactoseを分解転移する微量
の構成的β♂alactosidaseの存在が考えられて
いる(叩)従って，B. maceransの構成的β-
galactosidaseの濃度レベルが何かの原悶で低
下した場合には，誘導が進行し難いのではない
かと考えると，この酵素又は，この酵素による
lactoseからの転移産物の外部からの供給が，こ
の菌による誘導生産を促したのではないかと考
えられた.
第 3銭 β-Ga!actosidaseの轄製と結晶化
3-1.酵素の精製
微生物からの β…galactosidaseの調製には
色々な方法がある@体内に蓄積された酵素を，
細臨を超音波によって破砕して調製する方法は
酵母(82)や，Bifidobacterium(119)の酵素の調製に
応用されている.カピを 3~5 日間小麦粉培地
に培養した後，この培地から酵素を水抽出する
方法(7.120うまた，培養酵母を緩衝液中.400Cで
20時間自然溶菌 (autolysis)させて調製する方
50. 
40. 
E 
230. 
C 
コ
と20.
〉
引
にJ
<t1O 
。
員 :. : 
! 1¥、
I e; :.; ¥・
! Iも
'"， よ占 v 
iI了". J ¥ 
<tu5 !1 ¥ 
)/0 . 
/1 ¥. 
Oヒ与Ij=-'，誕生一一一一穆@ー..._G._.$ー".$ー @ー @ー @
0. 50 1∞ 150 
Fraction number (4ml/tube) 
Fig. 30 First gel filtration chromatogram of 
βωgalactosidas巴onSεphadεx G-100 
Column size: 2.6 x 100 cm. Elution 
buffer: 0.05 M glycin十 NaOH(pH 8.0). 
Elution rate: 10 ml/hr 
Symbols: 傘 IA28onm;畿， activity;一一，
fractions pooled 
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Fig.31 First DEAE-Sephadex A-50 column chromatogram ofβ-galactosidase. 
Column size: 2.2 x 24 cm. Elution buffer: 0.05 M glycine-NaOH (pH 8.0). 
Elution rate: 72 m1/hr. 
Symbols: .， A28onm; e， activity;一・一， N aCl (gradual1y increased) ;一一，
fractions pool告d.
。
法(71)等も報告されている.B. maceransの場合は培養5日目に autolysisが起こり，体内の酵素
も培養液中へ出てきた.この培養液を遠心分離した後，上澄液(2.8liter)にlactose粉末(1% 
になるように加える〉と，細粉にした硫酸アンモニウム (90%飽和になるように加える)を交
互に加えて，十分に揖持して溶解し，冷蔵庫内に l晩放置した.この液を遠心分離 (8，000xg，
30分間)して得られた酵素の沈澱を税イオン水に擦解した後， 0.05Mのグリシン緩積液(pH8.0)
に透析して脱塩した.透析液を遠心分離 (10， OOOxg， 20分間)して不溶解物を除いた.この操
作によって，酵素の全活性は13%低下したが，比活性は14倍上昇した.この時， lactoseを加え
ずに硫酸アンモニウムを加えると，比活性は lactoseそ加えた時と余り変化が無いのに，欝素の
全活性は50%へと激減した.酵素を沈澱させる
際に，予め lactoseを加えておくと，酵素と基鷺
lactoseが酵素基質援合体を作ってから硫酸ア
ンモニウムが加わるので，酵素の活性基が保護
されて，収率の低下を防いだものと考えられた.
遠心分離して得られた澄明な酵素液を Amicon
membrane PM-10を用いて50mlにまで濃縮し
て，この酵素液を第1回目のゲル漉過に供した.
即ち， Sephadex G-I00のゲルを詰めたカラム
(2.6x 100cm)を予め0.05Mグリシン緩衝液
(pH8.0)で平衡化しておいて，この内へ濃縮酵
素を 1時間当り 10mlの速度で還した.溶出の典
型的な 1例を Fig.30に示す.図に見られる様
に， void volumeの直後に活性のピークが現れ，
大多数の爽雑タンパク質等は信分子の流出域に
出て来た.この留から，酵素の分子量が15万Da
以上であり，この操作により，純度が約3倍穂
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Fig.32 Second DEAE-Sephadex A-50 column 
chromatogram of β-galactosidase. 
Column size: 1.3 x 10 cm. Elution buff巴r:
0.05 M glycine-NaOH (pH 8.0). Elution 
rate: 25 ml/hr. 
Symbols: .， A，蜘m;・， activity;一，
NaCl add日d;--， fractions pooled. 
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Fig. 33 Second gel filtration chromato-
gram ofβgalactosidase on Se-
phad巴xG-100. 
Column size: 2.6 x 100 cm. Elution 
buffer: 0.05 M glycine-NaOH (pH 
8.0). Elution rate: 10 ml/hr. 
Symbols: 41， AZ8onm; e， activity; 
一一， fractions pooled. 
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Fig. 34 Photomicrograph of crystalline β一
galactosidase from Bacillus macerans“ 
(A) Freshly crystallized enzyme. 
(B) Bulkily crystalline enzym告hasbξen 
grown by adding a drop of ac巴tone
daily. 
上昇した事が分かる.この流出溶液の活性画分
を集めて，予め0.05Mグリシン緩衝液(pH8.0)
で平衡化しであった DEAE-SephadexA-50 
を詰めたカラム (2.2x 24cm)に通した(第1呂田の DEAE-SephadexA-50によるイオン交換
クロマトグラブィー).カラムを0.2MNaClを含んだ、間ーの緩衝液で洗った後，カラム中のゲ
ノレに吸着されている酵素タンパク質を，同一緩衝液中の NaClの濃度を更に直線的に上昇させ
てカラムから溶出した.即ち，上記緩衝液各800m1中に NaClを0.2Mと0.5Mの濃度に溶解し，
この両液をサイホンで連結した後，調合液を低濃度の液からカラム中へ 1時間当り 72mlの流速
で導いた.この搭出のパターンの典型的な 1例を Fig.31に示す.国から分かる様に， NaCl濃
度0.23Mに於て酵素が港出し始めた.酵素の純度は約10倍上昇した.次に，酵素の活性画分を
集めて0.05Mグリシン緩衝液 (pH8.0)に透析した後，第2回自の DEAE-SephadexA-50に
よるイオン交換クロマトグラフィーを，第1回目と同様の方法で行った.但し，第1回目の行
轄で爽雑タンパク質は大部分除かれていたので，今回は小さいカラム(1.3x 10cm) を用いた.
Table 8 Purification ofβ-galactosidase from Bacillus macen仰 S
Total Specific Total Yield 
Step protein activity activity 
(units) (%) 
Culture fluid 10，983 0.26 2，807 100 
Ammonium sulfate 695 3.5 2，427 87 precipitation 
First Sephadex Gゐ100 243 8.8 2，135 76 
First DEAE-Sephadex A-50 17 85.5 1.453 52 
Second DEAE-Sephadex A -50 4 216.0 864 31 
Second Sephadex G-I00 2‘4 279.2 670 24 
Crystallization 1.1 295.0 335 12 
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溶出ノfターンの典型的な 1例を Fig.32に示す.
図のタンパク質のパターンと酵素活性のパター
ンの相似からも，酵素の純度がかなり良くなっ
た事が窺われた.更に純度を良くする為に，第
2回自の SephadexG-100 によるゲル滋過を
行った.即ち，酵素液をグリシンの緩衝液
(pH8.0)に透析した後，前向様の方法で濃縮し
て，予め緩衝液で平衡化したゲルを入れたカラ
ム (2.6x 100cm) に通した.その典型的な溶出
のパターンの 1例を Fig.33に示す.酵素液の
溶出の初めの部分に樺かの不純物が存在したの
でその画分を除いて集めた精製酵素液を使用し
て酵素の結晶化を試みた.
この酵素精製の各過程での，典型的な溶出の
パターンを 1例ずつ示してきたが，精製の全行
程を通しての，比活性及び収率の経過を Table
8に示す.この一連の酵素精製の結果，この酵素
の比活性は約1，000倍上昇し，全活性の収率は
24%であった.
3-2.酵素の結品化
Ice boxの中で冷却した0.02Mの酢酸カルシ
A 8 
Fig. 35 Polyacrylarnide gel electrophoresis of 
purifi巴dβ-galactosidase. 
(A) Purified enzyrne (30μg) was put on 
a 6.0% polyacrylarnide gel. 
(B) Purified enzyrne (8μg) was put on a 
5.0% SDS-polyacrylarnide gel. 
-::'100 1.' --1，5 
ヌ 50~~ゐ
ふ 1 ."， 
ウムを含む前述の精製酵素液(1 mg/m1)の中
に，冷凍庫(-200C) に保存しておいた冷アセ
トンを毛細管からゆっくり滴下して40%の濃震
になるまで加えた.生じた酵素の沈澱を含む液
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Fig. 36 Estirnation of rnolecular weight of β一
galactosidase by gel filtration on Se. 
phadex G-200. 
Th巴巴xperirnentaldetails are described 
in the text. 1， ovalburnin (43，000 Da); 2， 
bovine serurn alburnin (67，000 Da); 3， 
catalase (232，000 Da); 4， ferritin (440，000 
Da); 5， thyroglobulin (689，000 Da). 
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Fig. 37 Estirnation of rnolecular weight ofβ一
galactosidase by SDS-polyacrylarnide 
gel electrophoresis. 
The experirnental detai!s are described 
in the text. 1， ovalburnin (45，000 Da); 2， 
bovine serurn alburnin (66，000 Da); 3， 
phosphorylase (92，500 Da). 
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を遠心分離して得られた酵素の沈澱を0.02Mの
酢離カルシウム溶液に，酵素タンパク質濃度が
1 mg/mlになるように溶解した.この酵素溶液を
ice boxで冷やした後，この溶液の中へ前向様
冷アセトンを毛細管から I瀦ずつゆっくり加え
では良く掠り，生じた白濁をすぐに消した.最
後は， 1講のアセトンで酵素液全体が白濁した
(アセトンの濃度は約30%).この白濁が強い場
合には0.02M酢酸カルシウム溶液を加えて白濁
を消し，再びアセトンを加えて微白濁の状態に
した.この酵素液全体の微白濁が起こる前にア
セトンの添加によって羽毛様の懸濁物が生じた
時には，冷却遠心分離してこの懸濁物を除いて
から，アセトンを加えて徴白濁として，冷蔵庫
(50C)内に 1晩放置した.酵素は薄い六角形
の板状の結晶として析出した (Fig.34のA).
毎日 1滴ずつアセトンを添加して行くと肉厚の
六角板状の結晶となった (Fig.34のB). 結
晶が大きく生長すると六角柱の形状にまでなっ
た.B. maceransのβ-galactosidaseは純度が
比活性で約250U/mgタンパク質以上なければ結
晶化しない.こ〉に得られた結晶酵素の比活性
は295U/mgタンパク質で，精製酵素からの収率は50%であった.
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Fig. 38 Isoelectric focusing pattern of β一
galactosidas告.
The experimental details are described 
in the旬叫. ・， activity; .， absorbance 
at 280 nm;一， pH. 
Fig. 39 Effects of pH 
activity. 
Enzymic activities wεre assayed under 
the standard conditions in various 
buffers of pH 3.5 to 10.6， exc記ptthat p-
NPG was diluted with distil巴dwater 
instead of phosphate buffer. 
Buffers: e， 0.2 M Na2HP04-O.1 M citric 
acid; 0， 0.2 M Tris-HC1;ム， 0.2 M 
glycine-NaOH; A， 0.2 M Na2C03-
NaHC03・
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Fig. 40 Effects of t巴mpξratur在
galactosidas日activity.
Enzymes were kept for 5 min at various 
temperatures of 20'C to 60'C in 0.05 M 
glycine buffer (pH 8.0)， and reacted with 
p-NPG at each temp官raturefor 5 min 
(pH 6.5). 
β一on 
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Fig. 42 Effects of temperature on stability of 
β-galactosidase. 
Enzymes werεkept for 10 min at various 
temperatures of 20"C to 60'C in 0.05 M 
glycine buff，日r(pH 8.0)， and remaining 
activities were assayed under the stan. 
dard conditions 
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pH 
Fig. 41 Effecs of pH 
galactosidase. 
Th巴enzymeswere kεpt for 2 hr a t 30"C 
in various 0.1 M buffers of pH 3.1 to 10.4. 
Buffers were prepar巴dwith a solution of 
NaOH or HCI 日xceptfor carbonate 
buffer 
Buffers: e， citric acid; 0， sodium phos叩
phate; A， glycylglycinε，マ，glycine;Iコ，
sodium carbonate-sodium hydrogen 
carbonate. 
of βーon stability 
β四 Galactosidaseの性欝
4-1.酵素液の均一性
した βgalactosidaseのポリアクリルア
ミドゲ/レ電気泳動の結果を Fig.35に
(30μg) と6.0%のポリアクリルアミドゲルを
使用した霊気泳動の結果を(A)に，酵素(8μg) 
と0.1%とSDSを含む5.0%のポリアクリルア
ミドゲルを龍馬した電気泳動の結果を(ち)に示
(A)， (B)共に，タンパク質の単一なバン
ドを示した.
4 2.醇素の分子量と
欝素の分子量はゲノレ鴻過(Fig.36)とSDS-ポ
リアクリルアミド寵気泳動 (Fig.37)の2つの
方法によって、測定した. Fig. 36と37に示す掠
に，ゲノレ漉過からは約320，000Da，電気泳動から
は78，OOODaと決定された.純粋な β-
galactosidaseはSDS無添加の状態でも，変性
の状態 (SDS添加持)でも電気泳動後の蛋白
のパターンはいずれも単ーであった (Fig.
35) .従って，B. maceransのβ…galactosidase
は，分子量78，000Daの同じ subunit4個から成り
??????~100 
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Fig.43 Effεcts of glycine or sodium chloride 
on stability of β-galactosidase. 
Enzyme was dialyzεd against distilled 
water. Then glycine or sodium chloride 
was added to this enzyme solution up to 
5 mM‘ Remaining activity ofβザ
galactosidase in e註chsolution was mea. 
sured for 3 hours at pH 6.5 and 30'C. 
Symbols: 0， glycine;ム， sodium chlo. 
ride;畿， no addition. 
っている酵素であると結論された.
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。
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Fig.44 Lin巴weaver-Burkplots for the hydrol-
ysis of ρNPG 
The experimental d日tailsare described 
in the text 
この酵素(約200U/mg)の焦点電気泳動のパ
ターンを Fig. 38に示す.酵素の等電点は
pH4.4に存在していた.
4 3.酵素の活性に及ぼす pHと温度の影
響
酵素活性に及ぼす pHの影響を， p-NPGを
基質として pH3.5から10.6にわたって測定し
た.緩衝液は0_2M NazHP04-O.1M citric 
acid， 0.2M Tris-HCl， 0.2M glycine-NaOH， 
O.2M Na2C03-NaHC03等を使用した e 結果を
Fig. 39に示す.この酵素は pH6.5に診て
の活性を示した@
酵素活性に及ぼす温度の影響を p-NPGを煎
12 
g9 / 
54/// 
こさ 3~J〆
2 3 
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Fig. 45 Lineweaver-Burk plots for the hydrol 
ysis of o-NPG. 
Th巴巴xperimentaldetails are d日scribed
in th日text.
Fig. 46 Lineweaver-Burk plots for the hydrol-
ysis of lactose. 
The experim巴nta!detai!s are described 
in the t巴xt.
いて， 200Cから600Cにわたって検討した.結果を Fig.40に示す.酵素液を各温度に 5分間保っ
て平衡化した後，予め，各温度に保っていた基質溶液に加え， 5分間反応、を行って活性を測定
した aこの酵素は400Cで最高の活性を示し，350Cと450Cに診ける活性は夫々最高の活性の84.0%
と85.8%を示したが， 500Cでは急激に活性を低下させ，僅かに最高活性の2.2%を示したに過ぎ
なかった.また， 550Cと600Cに於ては全く活性を示さなかった.
4 4.醇素の安定性
pH安定性.この酵素を pH3.1から10.4までの各穏の緩衝液中に300Cで2時間放置した後の
残存活性を測定した結果を Fig.41に示す.この酵素は pH5.9から9.3の聞では，初めの活性の
95%以、上の活性を保持していた.しかし， pH5.4以下と pH9.6以上では速やかにその活性を
失った.
温度安定性.Glycine緩舘液 (0.05M，pH8.0)に溶かした酵素溶液を200Cから600Cまでの各
温疫に10分間置いた後の残存活性を測定した結果を Fig.42に示す.この酵素は， 3アC以下の温
麗でglycine緩衝液の中においては安定に存在したが， 60oCでは10分間で完全に失活した.50T
と550Cでは夫々65%と30%の活牲を保持していた.酵素液は500C及び550Cに10分間おくと殆ど
活性を失うから (Fig.40)，この酵素は活性測定のため300Cに保持された時，かなり急速に活性
を回復したものと考えられる.この様な事は，著者等(121-123)が以前 Taka-amylaseAについて
加熱後の酵素活性の回複について詳細に検討した時にも観察された.
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Table 9 Eff巴ctsof metal ions and some 
reagents onβgalactosidas邑activity.
Compounds Concentration Activity (mM) (%) 
50 100 
1 97 
1 96 
Glycine 
NaCI 
Na，SO， 
KCI 
MgSO， 
MnCI2 
ZnCl， 
BaCI2 
Ca(CH，COO)2 
CuSO， 
98 
101 
104 
99 
l 
103 
100 
0 
53 
82 
8 
0 
0 
0.1 
0.01 
0.001 
0.1 
0.1 
0.1 
100 
50 
100 
50 
100 
AgN03 
HgCl， 
p-CMB* 
EDTA 
Tris 
100 
85 
64 
64 
4 
69 
8 
CH2ICOOH 
Galactose 1 
50 
Mixtures were compos在dof enzym己
solution and each solution of compounds 
which were pr巴paredat pH 6.5 with NaOH 
or HCl and dilut己dwith distilled water to 
final concεntration indicated， and incubat明
記dfor 10 min at 30"C. The巴nzymεsolution
used was dialyzed against distilled watεr 
and dilutεd with disti!1ed watεr. Enzymic 
activities wer巴assayedunder the standard 
conditions. The activity of the enzyme 
solution cont呂iningQO mM glcine buffer 
was chosen as a level. 
* p-CMB， p-chlorom巴rcuribenzoate.
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Fig. 47 Effects of chelating reag告ntsand cu. 
pric sulf品t巴onβ-gal昌ctosidaseactivity 
The εnzymεsolution used was dialyzed 
against distilled water， and告achmixture 
W 昌sincubated for 10 min at 30"C. 
Enzyme activities were assayed under 
the standard conditions. 
Symbols: 像， activity;↓， addition; A， 
chelating reagents (glycine or EDT A 
solution， final concεntration 100 mM， pH 
6.5);弘 cupricsulfate solution (final 
concentration 1 mM， pH 6.5). 
酵素の安定性に及ぼすラ二..，三の化合物の影
を蒸j留水に透析した後， 5mMにな
る様に glycineまたは， NaClを加えた酵素液と
元の酵素液の 3種類の酵素液を300Cに保ち 3
関にわたって，その残存活性を持々測定した結
果を Fig.43に示す. 5 mM glycineを含む酵
素液中の酵素の活性はこの間安定に存在したが9
5 mM NaClを含んだ、酵素液中の欝素と何も
含まない酵素液中の酵素は次第にその活性を低
下していった. 5 mM NaClの添加は，活性低
下の抑止には若干の効果を示した.
4 5.酵素の比活性に及ぼす各種基質濃度の影響
3撞類の基質について，Lineweaver-Burkのplotsを作った.即ちラρ-NPG，o-NPG， lactose 
の濃度を変えて，酵素の比活性を測定した，結果をそれぞれ， Fig. 44， 45， 46と願次図示す
る.各留からそれぞれの Km1直を調べると， β-NPG，及び o-NPGに対しては共に同じ 2mM 
であったが， lactoseに対しては30mMであった.純粋酵素の九axはρ-NPGに対しては1.4m
mol/minomgタンパク質， o-NPGに対しては1.2mmol/mirドmgタンパク質， lactoseに対して
は9.5μmol/minomgタンパク質であった.
4 6.酵素の活性に及ぼす各種化合物の影響
静素液は蒸留水(脱イオン水をガラス製蒸留フラスコで2回蒸留したもの)に透析したもの
を使用した.加えた各化合物は NaOHまたは HClでpH6.5にした後，蒸留水で薄めて使用時
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に示された濃度になる様に調整した.各化合物
を含む欝素液を300Cに10分間おいて残存活性を
測定し， 50mMのglycineを含んだ酵素液の活
性を基準 (100%)として表示した. これ等の結
果を Table9に示す.この酵素は重金属イオン
Ag+， Hg2+， Cuz+とρCMBによって強く組害
された.また， CHzICOOH， Tris， galactoseに
よっても阻害された.しかし， Na+， K+， 
MgZ+， Mn2+， Zn2+， Ba2+， Caz九と EDTAは
この酵素の活性を殆どまたは全く臨害しなかっ
?こ.
β-galactosidaseはCu2+によって著しく組
されるという，この酵素に特徴的な性質が多
く報告されている(71，73，7，81，83，86).B. macerans 
のβgaladosidaseはO.OlmMという極く
かな Cu此濃度において，その活性の47%を失っ
た.Saccharomyces jシagilis(71)は河じO.OlmM
Cu2十で，その活性の36%を失っている.ところ
が，この程度の阻害のためには地の生物からの
この醇素では， 1 mM(77， 83)---..10mM(73， 81)の
Cu2+の濃度が必要でトある.この100培から1.000
も及ぶイオンの阻筈濃度の違いが，何に起
因しているのかを検討するために次の Fig.47 
に示す様な実験を試みた。蒸留水に透析した醇
液を100mM(終濃度)のキレート試薬
第 73号 (1992)
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Fig. 48 Lineweaver-Burk plots for the hydrol-
ysis of jウNPGin the presence or in the 
absence of cupric sulfate. 
The enzymes wer日dialyzedagainst dis司
til吋 waterand incubated in 0.02 mM 
cupric sulfate solution (pH 6.5) at 30'C 
for 10 min in the inhibition日X押rim日nts
1n the control experiments. th巴 same
enzymes dialyzed wer巴 incubatedin dis-
tilled wat巴rinstεad of cupric sulfate 
solution. Th日hydrolyticv巴locitieswer巴
calculated from the rat芭ofthe hydroly-
sis of戸-NPG‘
Symbols; 普段 no inhibitor; O. cupric sul伺
fate. 
(glycine或は EDTA)溶液 (pH6.5)と共に300Cに10分間置いても，酵素の活性には変化が無
かった.次いでト9 この混合液に 1mM (終濃度)の予め pH6.5とした Cu2+をCupricsulfate溶
液として加えても 9 酵素の活性には何の変化も起こらなかった.後から加えられた Cu2+は湾液
中に既に存在していたキレート試薬と皮応して，酵素と結合する事が出来なかったものと考え
られる.これに反して，酵素液に最初に 1mM Cu2+を加えると，酵素は10分後には完全に失活
した.そしてこの失活した酵素の活性は， 100mMのEDTAまたは， glycineのいずれの添加に
よっても回寵する事は無かった.即ち， Cu加と酵素との結合は Cu刊と EDTAとの結合よりも
かなり強いものであり，後からのキレート試薬の添加は酵素の失われた活性を回復させる
出来なかった(酵素と Cu2+の結合は非可逆的な結合であった入酵素活性の Cu2+による臨警を
検討する捺，既に glycine，citrate， phosphate等の緩衝液成分が反JZ;液中に存在していると 9
キレート化合物や沈澱物を生成して，欝素tこ組警を起こすフリーな Cu2+が存在しなくなる為，
酵素作用に阻害が起こるには多量の Cu2+が必要になるのであろう，と推察した.この酵素に対
する Cu2+の阻害の形式を知るために， 0.02mMのCu2+を含む酵素液を用いて，戸-NPGを加水
分解した時の Lineweaver-Burk Plotsを， Cu2+を含まない酵素液を使用した持の plotsと
に， Fig. 48に示す.図は， β-galactosidaseがCu2+によって非措抗的に組害された事を示し
た.多くの酵素反応において，非揺抗的阻害は租警剤と酵素が非可逆的に結合して，不活性な
または低活性な誘導体を作る事によって起こるとされているが，この場合にも，酵素と Cu2+の
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聞に非可逆的結合が存在し，非措抗的阻害が生じたものと理解される@
第 5鋪小 括
B. maceransをlactoseを含む培地に培養すると，培地中に1.4U/mlのβ-galactosidaseが
された。この酵素はゲノレ濃過とイオン交換クロマトグラブィーの繰り返しによって精製さ
れ，アセトンの添加によって六角板状の結晶となって析出した.分子量約8万Daのサブユニッ
ト4個から成り， pHは6.5で，温度は400Cで最高の活性を示し，等電点を pH4.4に持ち， pH5.9 
と9.3の間においてラ 300Cで2時間にわたって安定であった.Kml薩は lactoseに対しては30
mM， P-NPGとo-NPGに対しては共に， 2 mMであった，酵素の活性は Ag+，託g2+，
Cu2+，ρ一CMBの各O.lmMによって，完全に失われ，また，各50mMのTris，CH2ICOOH， 
galactoseは夫々酵素活性の15%，36%， 92先を臨害した.酵素の活性は0.02mMCu2+によっ
て非措抗的に阻害された.酵素は蒸留水に透析すると300Cで著しく失活したが， glycine 
すると失活を免れた.粗酵素液の硫駿アンモニウムによる塩析に際しでは，基質である lactose
を予め添加する事によって，活性の失活を13%以下に止める挙が出来た.Cu2+による酵素活性
の組警はキレート性または沈澱性のglycine，citrate， phosphate等によって緩和される
カ〉った.
この酵素の特性は通常のβ-galactosidaseと異なり， SH基と反応しない1{屈及び2価のカ
チオンの存在によっては，その活性に影響を受けない事であった.更に， pH5.9~9.3 という広
範囲内において安定に存在した.pH9.3という高い pH域において尚95%の活性を保持してい
る醇索は少ない.
β-Galactosidaseは乳製品の加工製造に広く利用されているが，B. maceransのβ-
galactosidaseは最適p況を6.5(13)に持ち，一方牛乳の pHは6.6であるから，含まれている乳糖
を何ら p誌の調整なしに効事的に分解し得る利点を持っている，
第 5 総 指
Bacillus macerans IFO 3490を用い，すり下ろしジャガイモと lactoseを犬々の培地に添加
する事によって， 2種鎮の酵素四do-PALとβ-galactosidaseを誘導生産した.マセランスと
名付けられたこの菌は，ペクチン質分解作用が強く，臆皮の精錬等に使われていた.しかし，
その酵素仲用の本体は明らかにはされていなかった.何故ならばヲこの酵素は低イオン強度の
溶液中においてはその活性が非常に不安定となり，従って酵素精製の過程中に失活し，その性
質の究明は今日に至るまで十分にはなされていなかったからである@
その後，当研究室での-連の研究の結果，この群素を安定化させる条件を見いだし，研究を
進展させる事が出来た.その結果，endo-PAL単独の作用でこのマセレーション現象が起こ
り，堵養液中にはペクチン質分解酵素としてはこの酵素が多く生産され， f也の静索はあっても
極めて少ないと考えられた.更に，他の微生物のPALと異なり，アイソザイムを持たないと考
えられた.
Endo-PALの生産は， β.macera削を10%すり下ろしジャガイモ， 0.3%硫酸アンモニウム 9
0.5%酵母エキス， 0.05%MgS04' 7HzO， 0.5%Trisの組成の培地をflいヲ 300Cで擁護量培養し
て行われた.培養3日後には autolysisが起こり，この酵素の培地中の濃度は 4U/mlにま
した.
この酵素は， O.lM NH4Cl-NaOH緩衝液 (pH9.0)中に 50Cで保存すると， 6カ月経過後も
その活性の殆どを保持していた.しかしラ同じ緩衝液の濃度を20mMと部下させると， .極端に
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不安定になった.また，この酵素は最適pHを9.0に持ち，3TCでは pH6.5から9.5の開に於い
ては 2時間にわたってその活性を保持していた.pH9.0において， 600Cで最高の活性を示し，
500Cと1000Cに10分開放置した後の活性はヲ最初の活性の100%と10%を夫々示した. 酵素タ
ンノfク はpH10.3にあった. は35，000Daであり，他の PALのそれ等の値とほ
ぽ同一であった.
この酵素は 1mMのCa2+，又は， Mn2+の添加でヲ夫々 5f苦，又は 6倍とその活性を上昇さ
せた.しかし， EDTAの添加によって完全に失活した.
これまでに報告された PALはendo-型，exo-型を関わず， EDTAで完全に失活していた.
従って，酵素 PALはその活性の発現には， 2個のカチオンの存在が必須であると考えられる.
B. maceransの精製 endo-PALは，単独で植物組織を単細胞レベルにまで崩壊した(マセ
レーション作用)。培養液のマセレーション作用の pH依存性は精製酵素のそれと全く同一寸あ
り，またヲ反応液に EDTAを添加した場合にはいずれにおいても完全にその活性を失ったか
ら，培養液のマセレーション作用の大部分はこの endo-PALによるものと考えられた.この
の場合は培養液を精製する事なし培養上澄液を殆ど endo-PALのみを含むマセレーション液
として復用出来た@従って， Ca2+量の調節によるマセレーション活性の制街]も容易である.
βgalactosidaseの生産は，B. maceransを1%ペプトン， 1 %酵母エキス， 1 % lactose， 
0.3% NaCl， 0.6% Trisの組成の培地に接種し， 300Cで振掻培養して行った.培養5日後には
菌に lysisが起こり，酵素は培地中に蓄積された.この培養では初回で 1U/mlの濃度に達する
場合は少なかったが，この初回の培養(培養開始後6日目)を種菌として前向様の培地
的に培養すると， 1 U Imlの濃度以との酵素を生産する場合が多かった.この酵素は
pH4.4に持ち，分子量は320， OOODaで4{毘の等しい subunitから成っていた.また，この酵素は
50mM glycine緩衝液 (pH9.0)中ではその活性は安定であったが， 5 mM NaCl及び脱イオ
ン水の中では次第にその活性を失っていった.Cu2十は酵素と非可逆的に し，0.02mMの
Cu2+は非措抗的な阻害を示した.0.lmMのCu2+は酵素の活性を完全に盟害した.Cu2+以外で、
もSH基に結合するイオン及び化合物，部ち， Ag九日g2+，ρ一CMBとヨード酢酸はこの酵素
の活性を大きく E宜容した.しかし，上述したイオン以外の lf聞及び2嫡イオンによって地の多
くの β-galactosidaseが活牲に影響そ受ける(1制のとは異なり，本欝素の活性は実質的な影響を
受けずに安定に存在した (Table9). 
以下に主な微生物の βgalactosidaseの安定pHの範囲を測定条件と共に示す.丹cnoρoη:tS
cinnabarinu守 (81)の安定 pH は 3.0~6.0 (3TC， 2 hr) ; Corticium rolfsii(72)では pH2.0~
8.0 (2 oC， 3 days) ; Penicillium citrinum (77)では pH4.5~7.0 (400C， 3 hr) ; E. coliでは
pH6. 0~8. 0 (400C， 30min) (125)とpH6.5~8. 0(126) ; Aspergillus oryzae(l 27)では pH3.5~
8.0 (room temperature， about 10 hr) ; A.。ηJzaestrain RTI02 (FERM-P1680) (128)では
pH4.0~9.0 (300C， 1 hr) と，各々の pHの間で安定に存在する.B. maceransのβ
galactosidaseのpH安定性は pH5.9~9.3(300C， 2 hr)であり， pH9.3という比較的高い pH
においても安定に存在出来る.このような pH域に安定に存在出来るものとしては， A.oryzae 
strain RTI02の1種が報告されているに過ぎない.
B. maceransのβgalactosidaseのi割引ふ前述のように通常のイオンには影響を受けず¥
，pH9.3においても安定に存在出来るという他の醇素には無い性質を持っているので，他の
酵素よりも広範な諸々の用途において有用であろうと考えられる.
多くの種類の材料から得られた βgalactosidaseが乳製品の加工製造に広く利用されている.
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B. maceransのβ-galactosidaseの最適p廷は6.5であり，牛乳の pHは6.6(13)なので，牛乳に
含まれている乳糖を何ら pHの調整なしに効率的に分解し得る利点をも持っている.
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